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Retinale Hypoxie ist ein wichtiger Faktor bei der Pathogenese der altersbedingten 
Makuladegeneration (AMD), einer Erkrankung, die mit einer chronischen 
Entzündungsreaktion einhergeht. Das angeborene Immunsystem besitzt eine Vielzahl von 
Mechanismen, um pathogene Faktoren zu erkennen und zu eliminieren. Dazu gehört u.a. das 
NLRP3-Inflammasom, das wahrscheinlich auch bei der AMD in der Netzhaut aktiviert ist. 
Die Aktivierung des Inflammasoms ist ein Zweischrittprozess: der erste Schritt, das Priming, 
besteht in der Transkription von NLRP3-assoziierten Genen. Im zweiten Schritt kommt es zu 
einer Assemblierung der Inflammasombestandteile, so dass das aktivierte Inflammasom pro-
IL-1ß in das biologisch aktive IL-1ß umwandelt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es 
herauszufinden, ob Hypoxie in kultivierten humanen retinalen Pigmentepithelzellen (RPE)-
Zellen die Transkription und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms induziert. Es sollte auch 
ermittelt werden, welche Signalwege die hypoxischen Veränderungen der Genexpression von 
NLRP3 und des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF-A) vermitteln. Dafür 
wurden Untersuchungen an humanen RPE-Zellen, die in 0,2% O2 bzw. in Anwesenheit von 
CoCl2 kultiviert wurden, durchgeführt. 
Hypoxie bewirkte keine Veränderungen der Genexpression der Inflammasom-assoziierten 
Proteine NLRP1, NLRP6, NLRP7, NLRP12 und NLRC4, wohingegen die Expression der 
NLRP3- und IL-1ß-Gene sowie der NLRP3- und IL-1ß-Proteingehalt in RPE-Zellen erhöht 
wurden. Verschiedene Signalwege vermitteln die Hypoxie-induzierte Transkription des 
NLRP3-Gens. Hierzu zählen die Transkriptionsfaktoren CREB und HIF, Proteinkinase A, 
IP3-Rezeptoren, calcium-bindende Proteine, TRP- und SOS-Kanäle sowie autokrine/parakrine 
Aktivierung von EGF-, TGF-ß1-, FGF- und IL-1ß-Rezeptoren. Desweiteren wurde auch eine 
Beteiligung der autokrin/parakrinen Aktivierung von purinergen Rezeptoren an der 
hypoxischen NLRP3-Genexpression nachgewiesen. Eine Pannexin-abhängige Freisetzung 
von ATP trägt über eine Aktivierung von P2Y2- und Adenosin-A1-Rezeptoren zur 
hypoxischen Expression des NLRP3-Gens bei. Die Aktivierung der P2Y2-Rezeptoren trägt 
auch zur hypoxischen Expression und Sekretion von VEGF bei. Es konnte auch gezeigt 
werden, dass eine durch lysosomale Destabilisierung bewirkte Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms eine Verringerung der RPE-Zellviabilität unter hypoxischen Bedingungen 
bewirkt. 
Die Daten lassen vermuten, dass Hypoxie ein Faktor ist, der ein Priming und eine Aktivierung 
des NLRP3-Inflammasoms in RPE-Zellen bewirkt. Dies könnte eine retinale Inflammation 
und eine Degeneration der RPE-Zellen begünstigen. Eine Aktivierung von P2Y2-Rezeptoren 
trägt sowohl zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms als auch zur Produktion des 
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2. Einführung  
2.1. Das retinale Pigmentepithel-Aufbau und Funktionen 
Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist ein einschichtiges Epithel, welches über apikale 
Zellfortsätze Kontakt zu den lichtsensiblen Außensegmenten der Stäbchen und Zapfen besitzt. 
Abbildung 1 zeigt ein histologisches Bild der Retina inklusive der RPE-Zellen und der 
angrenzenden Choroidea. Der subretinale Raum zwischen Photorezeptoren und RPE wird 
durch Interphotorezeptormatrix ausgefüllt. Diese Matrix besteht zum überwiegenden Teil aus 
Hyaloron. Unterhalb der RPE-Zellen befindet sich die Bruchsche Membran, die die Retina 
von den fenestrierten Kapillaren der Choroidea trennt. Tight junctions zwischen den RPE-
Zellen bilden die äußere Blut-Retina-Schranke (Marmorstein, 2001; Strauss et al., 2005). 
Natrium-Kalium-ATPasen an der apikalen Zellseite sind für die Funktion der RPE-Zellen von 
hoher Bedeutung (Bok et al., 1993).  
 
Abbildung 1: Histologische Abbildung (Hämatoxylin-Eosin Färbung) der Retina und angrenzender 
Strukturen aus Marmorstein (2001). A) Übersichtsaufnahme B) Stärkere Vergrößerung. Die Mikrovilli 
der RPE-Zellen ragen in die Außensegmente der Photorezeptoren hinein. Basal der RPE-Zellen 
erkennt man die fenestrierten Kapillaren der Choroidea. Ph: Photorezeptoren, OS: Außensegmente der 
Photorezeptoren, CC: fenestrierte Kapillaren der Choroidea 
 
RPE-Zellen besitzen vielfältige Funktionen, die im Zusammenspiel mit den Photorezeptoren 
der Retina das Sehen ermöglichen. So absorbieren sie einen Anteil der Lichtenergie, die durch 
die Linse auf die Retina einwirkt (Bok et al., 1993). Diese Lichtexposition verursacht 
oxidativen Stress in den RPE-Zellen. Darüber hinaus führen die Phagozytose gealteter 
Außensegmente durch die RPE-Zellen (Bok et al., 1993), ein hohes Sauerstoffangebot sowie 
eine hohe Stoffwechselaktivität innerhalb der RPE-Zellen zu vermehrtem oxidativen Stress. 
Zum Schutz gegen oxidativen Stress verfügen RPE-Zellen über zahlreiche Mechanismen. So 
wird das Licht durch die Melaninpigmente absorbiert, die RPE-Zellen besitzen verschiedene 




(Superoxiddismutasen, Katalasen, etc.) die u.a. geschädigte DNA reparieren (Boulton et al., 
2001). RPE-Zellen bilden die äußere Blut-Retina-Schranke und vermitteln den Soffaustausch 
zwischen Photorezeptoren und Choroidea. Wasser, Ionen und Stoffwechselendprodukte, 
hauptsächlich anfallendes Laktat, werden aus dem subretinalen Bereich in die Choroidea 
transportiert. Dies geschieht über Transportsysteme und Ionengradienten. So ist die wichtigste 
Triebkraft für die Wasserresorption der Kalium- und Chloridtransport von apikal nach 
basolateral (Strauss et al., 2005). Glukose, Fettsäuren und Vitamine werden aus dem Blut zu 
den Photorezeptoren transportiert. Glukose dient den Zellen als Energielieferant und wird 
durch Glukosetransporter (GLUT) der Klasse 1 und 3 durch die RPE-Zellen nach apikal 
geschleust (Ban et al., 2000).  
RPE-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Regeneration der Lichtempfindlichkeit der 
Photorezeptoren (visual cycle). Das benötigte 11-cis-Retinal wird aus all-trans-Retinal in den 
RPE-Zellen reisomerisiert und zurück in die Photorezeptoren transportiert, wo es sich an das 
Opsin-Protein bindet; der Komplex aus 11-cis-Retinal und Opsin-Protein bildet das 
lichtabsorbierende Photopigment (Bok et al., 1993; Baehr et al., 2003). Lichtabsorption führt 
über eine Signalkaskade zu einer Schließung von Ionenkanälen in der Photorezeptormembran, 
wodurch der Dunkelstrom reduziert wird. Der Dunkelstrom ist eine Folge des 
Natriumeinstroms, der mit einer Depolarisation der Zellmembran verbunden ist. Als 
Ausgleich strömt Kalium in den subretinalen Bereich. Da sich diese Ströme ständig durch 
Belichtung ändern, sind die RPE-Zellen für die Aufrechterhaltug der Ionenhomöostase im 
subretinalen Bereich von Bedeutung, um eine geordnete Depolarisation zu ermöglichen 
(Strauss et al., 2005).  
Ein weiteres Merkmal der RPE-Zellen ist deren Möglichkeit, immunsuppressiv zu wirken. So 
hat sich herausgestellt, dass fetale humane RPE-Zellen die Aktivierung von CD4+ und CD8+ 
T-Zellen verhindern können (Farrokh-Siar et al. 1999). Weiterhin sind die RPE-Zellen für die 
Sekretion von verschiedenen Wachstumsfaktoren verantwortlich, die essentiell für die 
Integrität der Photorezeptoren und Choroideakapillaren sind. Neben Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF), transforming growth factor (TGF)- beta und Insulin-like growth 
factor 1 (IGF-1) werden auch vascular endothelial growth factor (VEGF) und Pigment 
epithelium-derived factor (PEDF) sekretiert. VEGF wird vor allem basal in den Bereich der 
Choroidea abgegeben, um das fenestrierte Endothel der Choroidea zu stabilisieren, während 
der neuroprotektive und antiangiogene Faktor PEDF apikal abgegeben wird; PEDF ist für das 
Überleben der Photorezeptorzellen notwendig (Strauss et al., 2005). Der Aufbau und einige 






Abbildung 2: Wichtige Funktionen der RPE-Zelle aus Strauss et al. 2005 
2.2. Die Altersbedingte Makuladegneration (AMD) 
2.2.1. Epidemiologie und Ätiologie  
AMD ist in den entwickelten Ländern die Hauptursache von erworbener Blindheit (Klein et 
al., 2007; Gordois et al., 2010). Die Prävalenz der Erkrankung nimmt mit dem Alter zu und 
liegt weltweit bei circa 8% bei den über 45-Jährigen. Besonders hoch ist die Prävalenz in 
Europa. Wong et al. (2014) prophezeihen darüber hinaus sogar einen dramatischen Anstieg in 
den nächsten Jahren. So soll die Anzahl der Betroffenen im Jahr 2020 bei 196 Millionen und 
im Jahr 2040 sogar bei 288 Millionen liegen. Diese Zahlen verdeutlichen, welche Bedeutung 
die AMD besitzt und warum es so wichtig ist, die Pathophysiologie der Erkrankung zu 
ergründen, um daraus in Zukunft bessere Therapiestrategien entwickeln zu können. 
 
Es gibt eine Vielzahl von Studien und Untersuchungen, die bestimmte Risikofaktoren mit der 
AMD assoziieren. Auf der einen Seite stehen die nicht beeinflussbaren Faktoren. Dazu 
gehören das Alter des Patienten (Coleman et al., 2008; Lim et al., 2012) und eine genetische 
Disposition für diese Erkrankung. So ergab eine Metaanalyse, dass mittlerweile 19 Genloci 
beschrieben wurden, die mit einem erhöhten Risiko an einer AMD zu erkranken einhergehen. 
Als Beispiel sei an dieser Stelle das Gen genannt, welches den Komplementfaktor H kodiert 
(siehe auch 2.5. Komplementsystem und AMD), (Coleman et al., 2008; Celkova et al., 2015). 
Weitere Faktoren, die das Risiko der AMD beeinflussen, sind die Ethnie der Patienten, eine 
familiäre Prädisposition, eine Hyperopie und hell pigmentierte Augenfarben (Hyman et al., 
1983; Klein, 1998; Coleman et al., 2008; Lim et al., 2012; Cheung et al., 2014).  
Auf der anderen Seite stehen die mehr oder weniger beeinflussbaren Faktoren. Rauchen zählt 




korreliert das Risiko, an einer AMD zu erkranken, mit der Anzahl der gerauchten Zigaretten 
(Coleman et al. 2008). Weitere Faktoren sind z.B. die Sonnenlichtexposition, v.a. 
kurzwelliges blaues Licht (Coleman et al. 2008), sowie vorangegangene Kataraktoperationen 
(Klein et al. 1998). Auch die Ernährung spielt eine Rolle. Zum einen kann das Risiko, an 
AMD zu erkranken, um 35% gesenkt werden, wenn mit der Ernährung ausreichend 
antioxidative Stoffe aufgenommen werden, z.B. Vitamin C und E, Zink und ß-Carotine (van 
Leeuwen et al. 2005; Rotterdam Studie). Zum anderen erhöht die Aufnahme bestimmter Fette 
wie Linolensäure das Risiko der AMD (Cho et al. 2001), wohingegen Fette aus Nüssen oder 
Fischen die Erkrankung eher verhindern könnten (Seddon et al. 2003). Demzufolge 
verwundert es auch nicht, dass der Body-Mass-Index (BMI) einen Einfluss auf die 
Progression der Erkrankung besitzt. Zhang et al. (2016) beschrieben einen Anstieg des AMD-
Risikos um 2% mit jedem ansteigenden BMI-Punkt im Bereich des Übergewichts und der 
Adipositas. Cholesterol und HDL im Serum haben unterschiedlche Wirkungen auf das Risiko 
der AMD (Coleman et al., 2008; Klein et al., 2010). In den letzten Jahren wurde deutlich, dass 
die AMD als eine okuläre Manifestation einer systemischen Erkrankung angesehen werden 
kann. Die oben genannten Risikofaktoren treffen zum Großteil auch auf kardiovaskuläre 
Erkrankungen zu. Bei diesen Erkrankungen spielt die Hypertonie eine wichtige Rolle. So ist 
es nicht überraschend, dass Hypertonie mit dem Risiko der AMD Entstehung assoziiert ist 
(Cheung et al. 2014).  
2.2.2. Pathophysiologie und Klassifikation der AMD 
2.2.2.1. Frühe AMD 
Die Spätformen der AMD ‒ die geographische Atrophie (GA) und die choroidale 
Neovaskularisation (CNV) ‒ entwickeln sich aus der frühen und intermediären Form der 
AMD. Klinisch unterscheidet man die trockene Form, die in bis zu 90% der Fälle vorkommt 
und die Anfangsformen sowie die GA umfasst, von einer feuchten Form. Die feuchte Form 
der AMD kommt bei ca. 10% der Patienten vor; das Hauptsymptom der feuchten Form ist die 
CNV (Gehrs et al. 2006; Bringmann et al. 2016). Frühe und intermediäre Formen der AMD 
werden über funktionelle Verschlechterungen und die Anzahl und Größe der Drusen 
diagnostiziert (Coleman et al. 2008). 
RPE-Zellen sind an der Entwicklung der AMD wesentlich beteiligt. Differenzierte RPE-
Zellen proliferieren nicht und sind besonders anfällig für Veränderungen im Alter (Bok et al., 
1993; Yonekawa et al., 2015). RPE-Zellen haben die Aufgabe, gealterte Außensegmente der 




ungesättigten Fettsäuren in den RPE-Zellen. Desweiteren sind sie einer hohen 
Sauerstoffkonzentration und einer hohen Lichtexposition ausgesetzt (Roth et al., 2004). Diese 
Faktoren führen zu oxidativem Stress, dem die RPE-Zellen durch verschiedene 
Schutzmechanismen widerstehen können. Wenn diese Schutzmechanismen im Alter versagen 
(Depigmentierung, verminderte Konzentration an Antioxidantien und Verlust der Fähigkeit 
zur Regeneration geschädigter DNA) (Boulton et al. 2001), dann führt dieses 
Ungleichgewicht von protektiven und schädigenden Einflüssen zur Lipofuscin-Akkumulation 
in den Lysosomen. Lipofuscin kann nicht mehr abtransportiert werden; es sammelt sich in den 
Zellen an, vergrößert diese, was wichtige Funktionen des RPEs, wie die Phagozytose der 
gealterten Photorezeptoren, beeinträchtigt (Roth et al., 2004; Gao et al., 2015). Im Lipofuscin 
konnten Substanzen gefunden werden, die mit inflammatorischen Prozessen in Verbindung 
gebracht werden (siehe 2.4.2. Aktivierung des Inflammasoms). Hierzu zählen Malondialdehyd 
(MDA), 4-hydroxynonenal (HNE), advanced glycation end products (AGE) und N-
retinylidene-N-retinylethanolamine (A2E) (Celkova et al. 2015). Ein frühes 
ophthalmologisches Symptom von AMD ist die Anwesenheit von Drusen. Drusen sind 
Ablagerungen von Lipoproteinen im extrazellulären Raum zwischen der Bruchschen 
Membran und RPE-Zellen (Anderson et al., 2002). Drusen können auch physiologisch im 
alternden Auge beobachtet werden (Roth et al., 2004; Yonekawa et al., 2015). Es gibt weiche 
und harte Drusen. Weiche Drusen enthalten neben Lipofuscin eine Vielzahl anderer 
Substanzen, wie Vitronectin, Serum Amyloid P, Apolipoprotein E, Immunglobuline, 
Blutgerinnungsfaktoren, Komplementproteine (C5 und alle Bestandteile des membrane 
attacking complex [MAC]), β-Amyloid und Bestandteile von geschädigten RPE-Zellen 
(Mullins et al., 2000; Johnson et al., 2002; Gao et al., 2015; Kauppinen et al., 2016). Da viele 
dieser Drusenbestandteile (v.a. Vitronectin) auch in anderen pathologischen Ablagerungen 
gefunden wurden, wie z.B. bei Atherosklerose, ist es verständlich, warum die AMD auch als 
okuläre Manifestation einer systemischen Entzündungsreaktion angesehen werden kann 
(siehe 2.2.1. Epidemiologie und Ätiologie Mullins et al., 2000; Cheung et al., 2014). 
Weiterhin kommen Veränderungen im Bereich der Bruchschen Membran vor. Ihre Elastizität 
nimmt ab und sie verdickt sich durch die Akkumulation von Lipoproteinen; dadurch erhöht 
sich der Diffusionswiderstand, was den Stoffaustausch zwischen Choroidea und Retina 
beeinträchtigt (Roth et al., 2004; Schlingemann et al., 2004). Darüber hinaus nimmt die 
choroidale Durchblutung im Alter ab (Dallinger et al., 1998; Lutty et al., 1999). Diese drei 




der Choroidea im Alter) führen zu einer Hypoxie und Hypoglykämie der äußeren Netzhaut 
(Roth et al., 2004; Bringmann et al., 2016). 
2.2.2.2. GA und CNV – Spätformen der AMD  
Die Akkumulation von Lipofuscin und Drusen ist eine Ursache für die Entwicklung einer GA. 
Eine GA ist gekennzeichnet durch eine lokalisierte Degeneration der RPE-Zellen, gefolgt von 
einer Degeneration der Photorezeptoren. Zu Beginn der Erkrankung zeigt sich die GA meist 
parafoveal, bis sie schließlich auch das Zentrum der Makula erreicht (Roth et al., 2004; 
Yonekawa et al., 2015)  Durch den Verlust der RPE-Zellen adhäriert die Bruchsche Membran 
direkt am Stratum plexiforme externum (Lutty et al., 1999). Diese Prozesse führen zur 
Beeinträchtigung des zentralen Sehens. 
Das Hauptsymptom der feuchten AMD ist die CNV. Ursachen für eine CNV sind die 
Hypoxie und Hypoglykämie der äußeren Netzhaut. Diese Bedingungen induzieren in den 
RPE-Zellen, in Müllerschen Gliazellen und in eingewanderten Makrophagen die Produktion 
von angiogenen Wachstumsfaktoren. Der wichtigste angiogene Faktor der Netzhaut ist VEGF 
(Ishibashi et al. 1997). Die Expression des VEGF-Gens wird vor allem durch den 
Transkriptionsfaktor hypoxia inducible factor (HIF) induziert (Inoue et al., 2007; Sheridan et 
al., 2009; Stefansson et al., 2011).  
VEGF und andere Wachstumsfaktoren induzieren das Wachstum neuer Kapillaren aus der 
Choroidea in Richtung der Netzhaut (Witmer et al., 2003; Schlingemann et al., 2004). Diese 
verlaufen entweder horizontal (okkulte Form der CNV) oder vertikal durch die RPE-Zellen in 
den subretinalen Bereich (klassische Form der CNV) (Roth et al., 2004). Die Endothelzellen 
der neu entstandenen Blutgefäße bilden keine suffiziente Barriere für das Blut. Es kommt in 
Folge dessen zur Hämorrhagie und zur Bildung von Ödemen im subretinalen Bereich, zur 
Hyperpermeabilität, Lipidablagerungen, RPE-Zell-Ablösungen von der Bruchschen Membran 
und letztlich zur Entstehung einer Narbe (Roth et al., 2004; Celkova et al., 2015; Yonekawa et 
al., 2015).  
2.3. Zusammenhang zwischen AMD und Immunsystem 
Die AMD ist gekennzeichnet durch eine lokale Inflammation. Degenerierte RPE-Zellen und 
deren Abbauprodukte induzieren eine lokale Expression von proinflammatorischen Zytokinen 
(Roth et al., 2004). Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die AMD auch mit einer 
systemischen Entzündungsreaktion verbunden ist. So konnte gezeigt werden, dass bei 
Erkrankten die Konzentrationen von Komplementfaktoren und Matrixmetalloproteinasen im 




Atherosklerose eine Rolle spielen (Chau et al., 2007; Hecker et al., 2010). Auch wenn Cao et 
al. (2007) einen statistisch signifikanten Anstieg an Interleukin (IL)-6, IL-18 und 
Tumornekrosefaktor (TNF) alpha bei AMD Patienten mit Y402H Polymorphismus (siehe 2.5. 
Komplementsystem und AMD) fanden, konnte bisher kein Zusammenhang zwischen den 
Zytokinen oder Chemokinen, dem genetischen Polymorphismus und dem klinischen 
Erscheinungsbild in Form von Drusen oder CNV gefunden werden. Bis heute existiert daher 
kein biochemischer Frühmarker im Plasma für die AMD (Kauppinen et al. 2016). 
2.4. Das NLRP3-Inflammasom 
Im Jahr 2012 wurden mehrere voneinander unabhängige Studien veröffentlicht, die einen 
Zusammenhang zwischen der AMD und dem NLRP3-Inflammasom beschrieben (Doyle et 
al., 2012; Kauppinen et al., 2012; Tarallo et al., 2012; Celkova et al., 2015). Dies trifft sowohl 
auf die trockene Form (GA) als auch auf die feuchte Form (CNV) der AMD zu (Marneros, 
2013; Tseng et al., 2013; Fowler et al., 2014). Das NLRP3-Inflammasom wird in RPE- und 
Immunzellen exprimiert und ist für die lokale Produktion der proinflammatorischen Zytokine 
IL-1ß und IL-18 verantwortlich. Man nimmt an, dass dabei der Großteil dieser Zytokine von 
den Immunzellen sezerniert wird, die in die Nähe von AMD Läsionen und Drusen 
einwandern (Doyle et al., 2012; Ardeljan et al., 2014; Celkova et al., 2015). Hierdurch wird 
der Zusammenhang zwischen der AMD, dem angeborenen Immunsystem und der lokalen 
Inflammation deutlich.  
2.4.1. Signalerkennung, Rezeptoren  und Aufbau des NLRP3-Inflammasoms 
Pathogen recognition receptors (PRRs) gehören zur angeborenen Immunabwehr und führen 
auch direkt über die Expression von Oberflächenmolekülen (z.B. CD40) auf den Immunzellen 
zur Aktivierung der erworbenen Immunabwehr. Die PRRs stehen in vorderster Front bei der 
Verteidigung gegen körperfremdes pathogenes Material (pathogen-associated molecular 
patterns [PAMPs]) oder körpereigenes pathogenes Material (danger-associated molecular 
patterns [DAMPs]), wie z.B. gealterter Zellbestandteile. Generell können zwei große 
Gruppen an PRRs unterschieden werden: Zum einen die transmembranär gelegenen PRRs in 
der Zellmembran oder die in den Membranen der Endosomen. Dazu zählen Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) oder C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLR), deren Aufgabe vor allem in der 
Erkennung extrazellulärer Pathogene besteht. Zum anderen gibt es intrazelluläre PRRs, die in 
das Innere der Zelle eingedrungene Pathogene erkennen sollen. Hierzu zählen die nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren (NLR) und die absent in melanoma 2 




Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NF-B) und/oder über 
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) ‒ die Produktion proinflammatorischer Zytokine. 
Als Beispiel sei die Produktion von IL-1ß und IL-18 zu nennen: TLRs triggern die Produktion 
von inaktiven Vorstufen dieser Interleukine, wohingegen NLRs die inaktiven Vorstufen in 
ihre aktive, biologische Form überführen (Jang et al., 2015; Kauppinen et al., 2016). 
 
Lymphozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und RPE-Zellen besitzen NLRs. NLRs 
haben den gleichen Grundaufbau und unterscheiden sich in ihrer N-terminal gelegenen 
Protein-Protein Interaktionsdomäne. NLRC-Proteine besitzen N-terminal eine caspase 
recruitment domaine (CARD), NLRP-Proteine eine pyrin domain (PYD), NLRA-Proteine 
eine acid transactivating domain und NLRB-Proteine eine baculovirus inhibiting repeat 
(BIR). C-terminal befinden sich Leucin-reiche Sequenzen (leucin rich repeats; LRR), die 
einen Liganden an den NLRs detektieren. Dazwischen befinden sich entweder Nukleotid-
bindende oder NACHT-Domänen, die eine ATP-abhängige Oligomerisierung vermitteln. 
Bisher wurden 23 humane NLRs beschrieben. NLRP3 (auch als NALP3 bezeichnet) bildet 
nach der Aktivierung große Inflammasome, die zur angeborenen Immunabwehr gehören (Latz 
et al., 2013; Celkova et al., 2015; Jang et al., 2015; Kauppinen et al., 2016). Dessen Aufgabe 
besteht in der Caspase-1-abhängigen Aktivierung von pro-IL-1ß und pro-IL-18 zu IL-1ß und 
IL-18. Die NLRP3-mRNA wird in einer unstimulierten Zelle kaum exprimiert. Es gibt eine 
Vielzahl an Signalen, die zu einem Priming, d.h. zu einer erhöhten NLRP3-mRNA-
Expression führen. Die Zusammensetzung des NLRP3-Inflammasoms ist in Abbildung 3 







Abbildung 3: Aufbau des NLRP3-Inflammasoms aus Kauppinen et al. 2016 
(a) LRRs detektieren einen Liganden, was zur Konformationsänderung führt. (b) Anschließend lagert 
sich N-terminal an der PYD Domäne des NLRP3 ein Adapterprotein an, das sogenannte ASC, 
bestehend aus einer PYD und CARD Domäne. (c) An die CARD Domäne bindet die pro-Caspase-1. 
Diese wird autokatalytisch in ihre aktive Form überführt. (d) Die aktive Caspase-1 überführt das 
inaktive pro-IL-1ß und IL-18 durch proteolytische Spaltung in ihre aktiven Formen. 
 
2.4.2. Aktivierung des Inflammasoms 
Die Aktivierung des Inflammasoms verläuft in zwei Schritten. (1) Die Gene für pro-IL-1ß, 
pro-IL-18 und Proteine des NLRP3-Inflammasoms werden transkribiert. (2) Das NLRP3-
Inflammasom wird zusammengebaut und durch einen Liganden aktiviert (Latz et al., 2013; 
Celkova et al., 2015; Kauppinen et al., 2016). 
Es hat sich in den vergangenen Jahren gezeigt, dass eine Vielzahl von Faktoren eine 
Aktivierung des Inflammasoms im RPE von an AMD Erkrankten bewirken und damit zu 
einer lokalen Inflammation führen. Hierzu zählen unter anderem isolierte Drusen und 
Komplementfaktoren. Die Aktivierung durch die Faktoren des Komplementsystems ist von 
der sauren Phagolysosomenaktivität und Cathepsin B abhängig. IL-1ß und IL-18 werden nach 
Gabe der Faktoren C5b bis C9 von dendritischen Zellen produziert und sezerniert. Dieser 
Vorgang ist Caspase-1-abhängig, die durch das NLRP3-Inflammasom aktiviert wird (Laudisi 
et al., 2013; Gao et al., 2015). Zu den Drusenbestandteilen zählt unter anderem das Amyloid-
ß-Peptid 1-40. Dieses Peptid führt zur Expression der pro-IL-1ß-, pro-IL-18-, Caspase-1- und 
NLRP3-Gene sowie weiterer Gene von proinflammatorischen Zytokinen (Liu et al. 2013). 
Auch die Lipofuscinkomponente A2E führt zur Produktion von IL-1ß und weiteren 




protein 1 (MCP-1), IL-6 und TNF-α. Dieser Prozess ist von einer Endozytose von A2E und 
von der Cathepsin-Aktivität abhängig (Anderson et al., 2013; Celkova et al., 2015). 
Oxidativer Stress, ein zentraler Faktor bei der Pathogenese der AMD, führt u.a. zur Bildung 
von Carboxyethylpyrrol (CEP). CEP löst über eine Aktivierung von TLR2 eine 
Genexpression von pro-IL-1ß, IL-18 und Proteinen des NLRP3-Inflammasoms aus (Doyle et 
al., 2012; Gao et al., 2015). Oxidativer Stress führt auch zu einer Lipidperoxidation und 
dadurch zur Entstehung von 4-Hydroxy-2-nonenal (HNE). HNE wiederum ist Bestandteil des 
Lipofuscins in RPE-Zellen und konnte in Verbindung mit einem Anstieg des NLRP3-mRNA-
Levels gebracht werden (Kauppinen et al., 2012; Gao et al., 2015; Celkova et al., 2015; Mohr 
et al., 2015). Eine weitere Ursache für eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist die 
Akkumulation von AluRNA (eine Retrotransposon-kodierende RNA) in den RPE-Zellen, was 
durch einen Funktionsverlust des Enzyms DICER1 ausgelöst wird. In diesem Fall führt die 
AluRNA einerseits zu einer NFB-vermittelten Expression der pro-IL-18- und NLRP3-Gene. 
Dieser Prozess ist abhängig vom Kalium-Efflux aus den Zellen durch P2X7-Kanäle. 
Andererseits führt die AluRNA zum Zusammenbau, d.h. Oligomerisierung, des 
Inflammasoms (Tarallo et al., 2012; Kerur et al., 2013; Fowler et al., 2014). Weitere Liganden 
und Signale, die zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms führen, sind VEGF, blaues Licht, 
Eisen, hohe extrazelluläre NaCl-Konzentration und extrazelluläres ATP.  
Über VEGF besteht eine Verbindung zwischen der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms 
und dem Risiko der Entstehung einer feuchten AMD. Steigende VEGF-A-Konzentrationen 
führen zu physiologischen Änderungen der RPE-Zellen, die zur Drusenbildung, Ablagerung 
von Komplementfaktoren sowie zu erhöhtem oxidativen Stress beitragen. Diese Faktoren 
wiederum induzieren eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, die bei der Degeneration 
des RPE und der Induktion der CNV eine Rolle spielt (Marneros, 2013). 
Blaues Licht schädigt die Lysosomen der mit Lipofuscin beladenen RPE-Zellen; die 
Freisetzung von lysosomalen Enzymen bewirkt eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms.  
Ein Überschuss von Eisen führt ‒ über eine Fenton-Reaktion ‒ zu oxidativem Stress, wodurch 
freie Radikale aus Cholesterol gebildet werden (7-Ketocholesterol); diese Radikale sind 
ebenfalls in der Lage, das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren (Brandstetter et al., 2015; 
Celkova et al., 2015; Kauppinen et al., 2016). 
Auch Bluthochdruck gehört zu den Risikofaktoren der AMD. Die Verbindung zwischen 
Bluthochdruck und AMD als systemischer Entzündungsreaktion besteht darin, dass hohe 
extrazelluläre NaCl-Konzentrationen zu einem Priming und einer Aktivierung des NLRP3-




Osmolarität verursacht. Die Erhöhung der extrazellulären Osmolarität wird meist durch eine 
Erhöhung der extrazellulären NaCl-Konzentration nach Aufnahme von Kochsalz bewirkt. 
Dies führt zum Priming und zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, wodurch der 
NLRP3- und IL-1ß-Proteingehalt der RPE-Zellen ansteigt (Prager et al. 2016). 
Extrazelluläres ATP ist ein DAMP. Es stimuliert das angeborene Immunsystem, so dass es zu 
einer (verstärkten) Entzündung kommt, um Pathogene zu eliminieren. Extrazelluläres ATP 
wird entweder durch Zelllyse freigesetzt oder nicht-lytisch über eine Sekretion durch ATP-
permeable Kanäle (Bours et al. 2011). Extrazelluläres ATP und (nach Dephosphorylierung 
von ATP) enstehendes Adenosin aktivieren purinerge Rezeptoren. Dazu zählen P1-
Rezeptoren, deren Ligand Adenosin ist, und P2-Rezeptoren, die durch ATP, ADP und AMP 
aktiviert werden. P2Y-Rezeptoren sind metabotrope, G-Protein gekoppelte Rezeptoren, 
wohingegen P2X-Rezeptoren durch ATP aktivierte Ionenkanäle darstellen (Burnstock et al., 
1985; Burnstock et al., 2014). Es existieren verschiedene Ektoenzyme, die extrazelluläre ATP 
abbauen und so dessen Konzentration regulieren. Extrazelluläres ATP stimuliert autokrin und 
parakrin Immunzellen über eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. ATP aktiviert 
hierfür den P2X7-Rezeptor; dadurch kommt es zu einer Öffnung von ATP-permeablen 
Pannexin-1-Kanälen, einem Kalium-Efflux aus der Zelle und einer Produktion von reactive 
oxygen species (ROS) (Bours et al., 2011). 
 
 
Abbildung 4: Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms aus Celkova et al. (2015), die Abbildung zeigt 
im Überblick einige Signale, die zur Transkription und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in 




2.4.3. Wirkung von inflammatorischen Prozessen und Zytokinen auf die RPE-Zelle 
RPE-Zellen und Immunzellen produzieren IL-1ß und IL-18. Je nach Stimulus und Umgebung 
produzieren die Zellen mehr IL-1ß oder IL-18 (Kauppinen et al. 2016). 
IL-1ß ist ein klassisches proinflammatorisches Zytokin, dessen Expression induziert werden 
muss. Es wirkt angiogen über die Stimulierung der Produktion von VEGF. So konnte gezeigt 
werden, dass sich bei Gabe des IL-1ß-Rezeptor-Antagonisten Anakinra dosisabhängig die 
Größe einer CNV verkleinert. Desweiteren führt IL-1ß durch Aktivierung von NF-B und 
MAPK zu einer Produktion von IL-8 und MCP1. Eine chronische Exposition von IL-1ß hat 
negative Wirkungen auf Zellen und Gewebe. Durch die Beeinflussung der tight junctions 
induziert IL-1β z.B. eine erhöhte Permeabilität der RPE-Zellschicht. Akute Exposition von 
IL-1ß in vitro zeigt dagegen keine Effekte auf die RPE-Zellen (Olson et al., 2009; Celkova et 
al., 2015). 
IL-18 ist ein Zytokin, das protektive oder schädigende Einflüsse im Zusammenhang mit der 
AMD haben kann. Im Unterschied zu IL-1ß wird es kontinuierlich in RPE-Zellen exprimiert. 
Es kann sowohl die TH1- als auch die TH2-Antwort des erworbenen Immunsystems 
stimulieren, die entgegengesetzte Wirkungen entfalten. Im Blut ist IL-18 an IL-18-binding 
protein (BP) gebunden (Celkova et al., 2015). 
Zu den protektiven Einflüssen des IL-18 zählt die Inhibition der VEGF-Produktion. Diese 
antiangiogene Wirkung entfaltet das IL-18 vermutlich über die Transkription des 
Thrombospodin-I-Gens, was sich bereits bei Magenkarzinomzellen beweisen ließ (Shen et al., 
2014). Die Arbeitsgruppe um Doyle et al. (2012) konnte zeigen, dass bei NLRP3-/-- oder bei 
IL-18-/--Mäusen die Anzahl der laserinduzierten CNVs deutlich anstieg. IL-18 scheint also 
einen protektiven Einfluss auf die feuchte Form der AMD zu besitzen, wohingegen es 
Berichte über eine proinflammatorische Rolle bei der trockenen Form gibt (Gao et al., 2015; 
Kauppinen et al., 2016). Ein weiterer protektiver Einfluss von IL-18 ist die Stimulierung der 
Claudin-5-Gentranskription. Claudin 5 ist ein wichtiger Bestandteil der tight junctions und 
damit wichtig für die Integrität der äußeren Blut-Retina Schranke, die durch die RPE-Zellen 
gebildet wird (Sehn et al., 2014). 
Zu den schädigenden, inflammatorischen Einflüssen zählt auch die myeloid differentiation 
primary response gene 88 (MyD88)-abhängige RPE-Zelltoxizität, die durch IL-18 ausgelöst 
wird. Am Anfang dieses Prozesses steht die bereits erwähnte AluRNA, die zu einem Priming 
von pro-IL-18 führt (Tarallo et al., 2012). 
Eine Degeneration des RPE ist ein wichtiges Charakteristikum der GA. Die 




Wirkung auf RPE-Zellen. Es sind eher lysosomale Schäden, die zu einer Lyse der Lysosomen 
mit nachfolgender Freisetzung von Cathepsinen führen. Cathepsine führen dann zum 
Caspase-1-abhängigen Zelltod, der Pyroptosis. Die Pyroptosis unterscheidet sich von der 
Nekrose als auch von der Apoptose, da es einen programmierten Zelltod darstellt, der jedoch 
mit einer Inflammation einhergeht (Fink et al., 2005; Fink et al., 2006; Tseng et al., 2013; 
Celkova et al., 2015). 
2.5. Komplementsystem und AMD 
Das Komplementsystem gehört zur angeborenen Immunabwehr. Komplementfaktoren 
werden zum größten Teil in den Hepatozyten gebildet. Das Komplementsystem hat die 
Aufgabe, Pathogene zu opsonieren und zu lysieren. Dafür wird ein sogenannter membrane 
attacking komplex (MAC) gebildet, der aus den Komplementfaktoren C5b bis C9 besteht. 
Desweiteren werden Immunzellen rekrutiert und die Immunantwort durch das 
Komplementsystem gesteuert (Ardeljan et al., 2014).  
Ein Zusammenhang zwischen AMD und Komplementsystem liegt nahe, wenn man die 
Pathogenese und das klinische Erscheinungsbild der Membranoproliferativen 
Glomerulonephritis Typ II (MPGN II, dense deposit disease, DDD) betrachtet. Die MPGN II 
ist charakterisiert durch Komplementablagerungen in der Basalmembran der Niere, so dass 
die C3-Konvertase des alternativen Weges des Komplementsystems stabilisiert wird. 
Mutationen im Gen für den Komplementfaktor H (CFH) sind mit einem höheren Risiko für 
diese Ablagerungen verbunden. Untersucht man nun die Augen der MPGN II-Patienten, so 
finden sich bei vielen Erkrankten Drusen an der Bruchschen Membran. MPGN II-Patienten 
entwickeln sogar CNV-Läsionen. Wenn man die für die AMD typischen Drusen mit den 
Ablagerungen in der Niere bei MPGN II vergleicht, so gleichen sich viele Bestandteile; z.B. 
enthalten sie verschiedene Komplementfaktoren. In den AMD-typischen Drusen befinden 
sich neben den Faktoren des MAC (C3a und C5a) auch Komplement-Aktivatoren und -
Regulatoren (Mullins et al., 2000; Mullins et al., 2001; Bok et al., 2005; Barbour et al., 2013; 
Kauppinen et al., 2016). Bei der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wurde bereits der 
Zusammenhang zwischen Komplementfaktoren und Aktivierung des Inflammasoms 
dargestellt (siehe 2.4.2. Aktivierung des Inflammasoms). Eine Verbindung besteht außerdem 
zwischen AMD und Polymorphismen in Genen, die für regulatorische Proteine des 
Komplementsystems kodieren. Der am besten untersuchte Einfluss auf die Entwicklung der 
AMD ist der Polymorphismus des CFH-Gens. CFH ist ein Glycoprotein, dessen 




ist ein Kofaktor des Komplementfaktors I. Der Komplementfaktor I inhibiert die Protease 
C3b. Wenn im CFH-Gen im Exon 9 an Position 1277 Thymin gegen Cytosin ausgetauscht 
wird, wird an Aminosäureposition 402 Tyrosin durch Histidin ersetzt (Edwards et al., 2005; 
Haines et al., 2005). Daraus ergibt sich folgende Konsequenz: CFH besitzt eine SCR-6/8-
Domäne, die das C-reaktive Peptid (CRP) bindet. Die Y402H-Mutation befindet sich an 
dieser Stelle, so dass sich CRP schwächer an das CFH bindet. Dies führt in RPE-Zellen von 
homozygoten Y402H-Genträgern dazu, dass die Zellen schlechter gegen erhöhtes CRP und 
die daraus folgende Entzündung geschützt sind (Thakkinstian et al., 2006; Narayanan et al., 
2007; Reynolds et al., 2009; Ardeljan et al., 2014; Kauppinen et al., 2016). Die Arbeitsgruppe 
um Thakkinstian et al. beschrieb 2006 den Zusammenhang zwischem dem CFH 402-Genotyp 
und dem erhöhten Risiko, an AMD zu erkranken (Tabelle 1): 
 
Tabelle 1 Zusammenhang zwischen dem CFH Genotyp und dem steigenden Risiko, an einer AMD zu 
erkranken, nach Thakkinstian et al. 2006 
 
Genotyp Häufigkeit AMD Bedeutung 
CFH 402 Tyrosin Tyrosin Odds ratio bei 1 
Normaler Genotyp, kein 
erhöhtes Risiko für AMD 
CFH 402 Tyrosin Histidin Odds ratio bei ca. 2,5 
Heterozygot, 2,5x erhöhtes 
Risiko für AMD 
CFH 402 Histidin Histidin Odds Ratio bei ca. 6 
Homozygot, 6x Anstieg des 
AMD Erkrankungsrisikos  
 
Neben dem Polymorphismus des CFH-Gens existieren weitere Polymorphismen in Genen für 
Komplementfaktoren, die mit einem erhöhten Risiko für AMD verbunden sind, z.B. der Gene 
für die Komplementfaktor B (CFB), 3 und I (Kauppinen et al., 2016). 
Auch zwischen oxidativem Stress und Komplementaktivierung bestehen Zusammenhänge. 
Die phagozytierten Außensegmente der Photorezeptoren, die oxidativen Stress auslösen, 
stören die Synthese des Komplementfaktors H; oxidativer Stress induziert zudem eine 
Veränderung in der Expression der Komplementfaktoren H und B (Kauppinen et al., 2016). 
2.6. Therapie der AMD 
Die Therapie der AMD unterscheidet sich je nach vorliegender Form. Für die feuchten 
Formen der AMD existieren evidenzbasierte Therapien, die überwiegend mittels Anti-VEGF 
Effekt die Entstehung und Progression der CNV verhindern. Die frühen, trockenen Formen 
der AMD können lediglich an ihrer Progression gehindert werden, eine kurative Therapie 




Zur Therapie der feuchten AMD existieren mindestens 3 wichtige Medikamente. 
Ranibizumab ist ein rekombinantes, humanisiertes Fab-Fragment eines Antikörpers, welches 
VEGF bindet. Es ist gegen alle Splicevarianten von VEGF gerichtet und zugelassen zur 
Therapie der feuchten AMD (Brown et al., 2006; Brown et al., 2009; van Lookeren et al., 
2014). Bevacizumab ist ein monoklonaler Anti-VEGF-Antikörper. Es ist nicht zugelassen zur 
Therapie der AMD, zeigt jedoch im off label use ähnliche Effekte wie Ranibizumab (Martin 
et al., 2011; Martin et al., 2012; Chakravarthy et al., 2012; Chakravarthy et al., 2013; van 
Lookeren et al., 2014). Aflibercept ist ein Fusionsprotein, das mit der Fc-Region eines 
humanen IgG1-Moleküls verbunden ist. Es ist gegen alle VEGF-A-Splicevarianten, VEGF-B 
und PIGF gerichtet (Heier et al., 2012; van Lookeren et al., 2014; Schmidt-Erfurth et al., 
2014).  
Die frühen, trockenen Formen der AMD können lediglich durch die Einnahme von 
Nahrungsergänzungsmitteln an ihrer Progression gehindert werden. Die späte Form der 
trockenen AMD (GA) kann nicht mehr therapiert werden. Es ergab sich in der Rotterdam-
Studie über einen Beobachtungszeitraum von 8 Jahren der Hinweis auf die Risikoreduktion 
der AMD-Entstehung von 35%, wenn mit der Nahrung überdurchschnittlich viel Vitamin C, 
Vitamin E, Zink und ß-Karotin eingenommen wurden (van Leeuwen et al., 2005). Die 
prophylaktische Einnahme von Nahrungsergänzungsmitteln zur Prävention der AMD kann 
dagegen nicht empfohlen werden (Evans et al., 2014). Die neuesten Daten der age related eye 
disease studies ARED/ARED2 konnten einen positiven Effekt von Vitamin C, Vitamin E, 
Zink und ß-Karotin (bzw. stattdessen Lutein/Zeaxanthin) auf die Progression der AMD 
aufzeigen (Evans et al., 2014). Die bisherige Therapie der AMD ist nicht kurativ. Daraus 
ergibt sich, dass die Suche nach neuen Therapieansätzen notwendig ist, um AMD-Patienten 













Hypoxie ist ein wichtiger pathogener Faktor bei der Entwicklung der AMD. Die Entstehung 
von Drusen, die Verdickung der Bruchschen Membran und die Abnahme der choroidalen 
Durchblutung beeinträchtigen die retinale Sauerstoffversorgung. Retinale Zellen wie RPE-
Zellen und Müllerzellen reagieren auf eine Hypoxie mit einer gesteigerten Sekretion von 
VEGF-A, das die Entwicklung einer CNV stimuliert (Ishibashi et al., 1997; Dallinger et al., 
1998; Lutty et al., 1999; Anderson et al., 2003; Witmer et al., 2003; Roth et al., 2004; 
Schlingemann et al., 2004; Yonekawa et al., 2015; Bringmann et al., 2016). 
AMD ist mit einer lokalen Entzündung verbunden, die wahrscheinlich durch Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms ausgelöst wird. Bisher existieren jedoch wenig Erkenntnisse darüber, 
ob Hypoxie einen direkten Einfluss auf die Genexpression von NLRP3 und assoziierter 
Proteine hat. Desweiteren ist unklar, ob Hypoxie auch zu einer Aktivierung des 
Inflammasoms führt. Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms verläuft in zwei Schritten: 
eine erhöhte Transkription der Inflammasom-Gene (Priming) und eine Aktivierung des 
Protein-Komplexes (Latz et al., 2013; Celkova et al., 2015; Kauppinen et al, 2016). 
Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob Hypoxie die Transkription 
von Genen, die für Inflammasom-assoziierte Proteine wie NLRP3 und IL-1ß kodieren, 
stimuliert. Weiterhin sollte geklärt werden, ob Hypoxie den Gehalt von NLRP3- und IL-1ß-
Proteinen in den RPE-Zellen verändert.  
Das zweite Ziel war es herauszufinden, welche intra- und extrazellulären Signalwege die 
Hypoxie-induzierte Expression der NLRP3- und VEGF-A-Gene vermitteln. Ausserdem sollte 
die Wirkung des aktivierten NLRP3-Inflammasoms auf die Vitalität der RPE-Zellen unter 
hypoxischen Verhältnissen analysiert werden. Durch die Ergebnisse der Untersuchungen 
sollen weitere Erkenntnisse zur möglichen Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei der 









4. Materialien und Methoden  
4.1. Materialien 
4.1.1. Chemikalien 
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien  
 
Chemikalie Hersteller 
100bp gene ruler Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Agarose Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
AA/BAA Roth, Karlsruhe, Deutschland 
AP-Puffer (pH 9,5) Eigenherstellung 
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Borsäure Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bromphenolblau BioRad, Hercules CA, USA 
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyphosphat (BCIP) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
CoCl2 Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dimethylformamid (DMF) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DNAse I, RNAse free 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
DNAse Puffer 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
dNTPs Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
EDTA Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol J.T.Baker, Deventer, Holland 
Ethidiumbromid  BioRad, Hercules CA, USA 
F-10 Medium mit FKS 10% Invitrogen, Carlsbad CA, USA 
GlutaMAXTM Invitrogen, Carlsbad CA, USA 
HCl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
HiPerfect Reagenz Qiagen, Hilden, Deutschland  
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Laemmli Sample Buffer Eigenherstellung 
Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol (80%) Eigenherstellung  
MgCl2 x 6 H2O Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Magermilchpulver ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, USA 
MTT SERVA, Heidelberg, Deutschland 
NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NP-40 Pierce, Rockford, USA 
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Oligo (dT)18 Primer Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
PBS pH 7,2 Invitrogen, Paisley, UK 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Probenbeladungspuffer Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Phosphatase inhibitor-Gemisch Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Protease Inhibitoren Gemisch  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Protein Assay Standard II BioRad, Hercules CA, USA 
Reaktionspuffer (5x) cDNA Synthese Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 




RNA freies H2O Eigenherstellung 
RNAse Inhibitor (Ribolock) Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland 
SDS (10%) Eigenherstellung 
SYBR-Green Supermix BioRad, Hercules CA, USA 
TBE Puffer Eigenherstellung  
TBS-T Puffer Eigenherstellung 
TEMED Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Transferpuffer pH 8,5 Eigenherstellung 
Trenngelpuffer Eigenherstellung  
TRIS Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypanblau Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Trypsin 0,05% Invitrogen, Carlsbad CA, USA 
 
4.1.2. Substanzen zur Zellstimulation 
Tabelle 3: Pharmakologische Hemmer  
 











HIF-1 Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 




Tocris, Ellisville MO, USA 
666-15 CREB  Tocris, Ellisville MO, USA 
A-438079 P2X7 Rezeptor Tocris, Ellisville MO, USA 
Ac-YVAD- CMK Caspase-1 






Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
AG-1296 PDGF Rezeptor 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
AG-1478 EGF Rezeptor (ERBB1) Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 
Apyrase ATP 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
ARC-118925XX P2Y2 Tocris, Ellisville MO, USA 
ARL-67156 Ecto-ATPase Tocris, Ellisville MO, USA 
CAPE NF-κB Tocris, Ellisville MO, USA 
Cyclosporin A 
MPT Poren (Mitochondrial 
Permeability Transition) 
Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 
Dithiothreitol  (DTT) Reduktionsmittel 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
DMSO Lösungsmittel 




Adenosin A2 Rezeptor Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 
DPCPX (8-Cyclopentyl-
1,3-dipropylxanthin 





Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
H-89 Proteinkinase A 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
IL-1 Rezeptor Antagonist IL-1 Rezeptor R&D Systems, Minneapolis, USA 
Indomethacin Cyclooxygenase-I 




Lysosomendestabilisierung  Bachem, Weil am Rhein, Deutschland 
LY294002 PI3K-related kinase Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 









Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
PD98059 ERK 1/2 Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 
PD173074 
Fibroblast growth factor 
(FGF) Rezeptor 3 
Pfizer, Karlsruhe, Deutschland 
PP2 Src-Tyrosinkinasen 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
Ruthenium Rot Mitochondriale Ca2+-
Transporter 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
SB203580 p38 MAPK Tocris, Ellisville MO, USA 
SB431542 
TGF-ß1 activin receptor-like 
kinases (ALK-4, -5, -7) 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
siRNA gegen NFAT5 NFAT5 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 
Deutschland 
siRNA gegen C9 Komplementfaktor C9 Qiagen, Hilden, Deutschland 
AllStars Negative Control 
(siNon) 
Kontrolle, keine Ziel-RNA Qiagen, Hilden, Deutschland 
SP6000125 JNK Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 
SR-11302 Activator-protein 1 (AP-1) Tocris, Ellisville MO, USA 
Stattic STAT3 Enzo Life Science, Lausen, Schweiz 
SU1498 Flk-1 (VEGFR-2) Calbiochem, Bad Soden, Deutschland 
U73122 PLCγ 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, 
Deutschland 
 
4.1.3. Geräte und Sonstige Materialien 
Tabelle 4: Geräte und Sonstige Materialien  
 
Geräte/Materialien Hersteller 
6; 12; 96 Well Mikrotiterplatten Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
96-Well-PCR-Mikrotiterplatte BioRad, München, Deutschland 
Abdeckfolie Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Blotting Papier Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 
Cellular DNAFragmentation ELISA 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
ELISA-Reader (Photometer),  
Spectra Max 250 
Molecular Devices GmbH, Germany 
Erlenmeyerkolben (50 ml, 250 ml) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
First Strand cDNA Synthesis – Kit Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
Fluor–STM  Multimager BioRad, München, Deutschland 





iQTM5 Optical System BioRad, München, Deutschland 
Kulturflaschen Zellkultur Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
Mini-PROTEAN®  BioRad, München, Deutschland 
Mini-Sub Cell GT  BioRad, München, Deutschland 
Neubauer Zählkammer BLAUBRAND, Wertheim, Deutschland 
Peltier-Thermal Cycler, PTC-200 Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland 
Pipette (10μl, 20μl, 100μl, 200μl, 1000μl) 
Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, 
Deutschland 
Pipettenspitzen Gilson Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
PVDF Membran Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Reaktionsgefäß (0,5ml / 1,5ml / 2ml) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
Sicherheitswerkbank Klasse II Zapf, Sarstedt, Deutschland 
Stromversorgungsgeräte (Power supplies) BioRad, München, Deutschland 
Taumler Polymax 1040T Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System BioRad, München, Deutschland 
Vortex: REAX 2000 Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Waage BP 2100 SARTORIUS AG, Göttingen, Deutschland 
Zentrifuge Labnet Minizentrifuge 
Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, 
Deutschland 
Zentrifuge Microfuge R Beckman, Krefeld, Deutschland 
 
4.1.4. Primerpaare 
Tabelle 5: Primerpaare 
 
Gen und Accession 
Nummer 


















































































479; 404; 275 
 
4.1.5. Antikörper für die Western-Blot-Analyse 
Tabelle 6: Antikörper für die Western-Blot-Analyse 
 
Verwendeter Antikörper Hersteller Proteingröße (kDa) 
mouse anti-human NLRP3 Enzo Life Science, Lausen, 
Schweiz 
85,110 
rabbit anti-human ß-actin Cell Signaling, Frankfurt/M., 
Deutschland 
45 
anti-mouse IgG AP Konjugat  Cell Signaling, Frankfurt/M., 
Deutschland 
 




4.1.6. ELISA  
Tabelle 7: Verwendete ELISAs 
 
ELISA Hersteller 
Human VEGF Quantikine ELISA Kit R&D Systems; Minneapolis, USA 




















4.2.1. Zellkultivierung und Zellstimulation 
Die verwendeten RPE-Zellen entstammen den Augen menschlicher Hornhautspender, die zu 
Lebzeiten keine bekannten Augenerkrankungen hatten und die mit dem Einverständnis der 
Angehörigen entnommen wurden. Die Entnahme der RPE-Zellen erfolgte spätestens 48 h 
nach Eintritt des Todes. Die Zellen wurden anschließend durchgehend bei -140°C gelagert. 
Alle Versuche an den menschlichen Zellen, sowie an deren Genmaterial, wurden auf 
Grundlage der Deklaration von Helsinki durch die Ethikkommission der Universität Leipzig 
genehmigt.  
Zuerst wurden der Glaskörper und die Netzhaut aus dem Augenbecher entfernt. Anschließend 
erfolgten die Präparation und das Entfernen der RPE-Zellen. Die Zellen wurden separiert 
durch 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA, inklusive zweimaligem Waschen mit 
phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS). Im nächsten Schritt wurden die RPE-Zellen in F-
10 Medium mit 10% fetalem Kälberserum (FKS), GlutaMAXTM und Penicillin/Streptomycin 
suspendiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Kulturflaschen bei 95% Luftfeuchtigkeit, 
5% CO2 und 37°C. Ausschließlich wurden Zellen der 2. bis 5. Zellpassage verwendet. Die 
RPE-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 90-95% inkubiert. Nun wurden die Zellen für 
16 h ausgehungert, d.h. das FKS-haltige Medium wurde gegen ein FKS-freies Medium 
ausgetauscht, sodass die Zellen vor der Stimulation mit den Testsubstanzen im gleichen 
Zellzyklusstadium synchronisiert werden konnten. 
Die Hypoxie wurde auf zwei unterschiedliche Arten generiert. Zum einen durch eine 
Kultivierung bei 0,2% O2 und zum anderen durch das Hinzufügen von 150 µM CoCl2 (An et 
al. 1998). In Anwesenheit von Trypanblau wurde mittels Neubauer Zählkammer der Anteil 
der lebenden von den toten RPE-Zellen differenziert. 
4.2.2. Zellvitalität  
Die Zellvitalität bezeichnet in der Mikrobiologie den Anteil der lebenden Zellen in einer 
Gesamtpopulation von Zellen. Um sie zu ermitteln, existieren verschiedene Messmethoden. In 
dieser Arbeit wurde ein diffusionsbasierter Trypanblauexklusion Test verwendet. Dieser Test 
nutzt die Eigenschaft der lebenden Zelle, dass Farbstoffe die intakte Zellmembran nicht 
passieren können. Stirbt die Zelle, so kommt es zu einem Zusammenbruch der Zellmembran. 
Anschließend reichert sich das Trypanblau in den toten Zellen an. 
Zunächst erfolgte das Einsäen von 5 x 104 Zellen/2 ml Medium in jedem Well einer 6 Well 




h synchronisiert. Anschließend erfolgte die Kultivierung für 24 h in einem Serum-freien 
Medium bei 0,2% O2 oder in Anwesenheit von CoCl2 (150 µl). Danach wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen, trypsiniert und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 µl Trypanblau-
Lösung (1:10 verdünnt mit PBS) suspendiert. Die Zellvitalität werden anhand der toten Zellen 
mittels Mikroskopie und Neubauer Zählkammer ermittelt. 
4.2.3. RNA Präparation 
Die RNA Präparation aus dem Zelllysat erfolgte mithilfe des InviTrap Spin Universal RNA 
Mini Kit der STRATEC Molecular GmbH. Zunächst wurde das Zelllysat auf DNA bindende 
Filter pipettiert, eine Minute inkubiert und anschließend zwei Minuten bei 11.000 UpM 
zentrifugiert. Die DNA bindenden Filter wurden verworfen und der RNA enthaltende 
Durchlauf mit 250 µl 70%igem Ethanol gemischt. Diese Mischung wurde anschließend auf 
RNA-RTA Spin Filter pipettiert, eine Minute inkubiert und wiederum eine Minute bei 11.000 
UpM zentrifugiert. Nachdem der Durchlauf verworfen wurde, folgte der erste Waschschritt. 
Dafür wurden 600 µl des Waschpuffers R1 auf die RNA-RTA Spin Filter pipettiert und alles 
abermals bei 11.000 UpM zentrifugiert. Nachdem der Durchlauf des Waschpuffers R1 
verworfen wurde, wurde ein DNAse Gemisch auf den Filter pipettiert, um genomische DNA 
zu entfernen. Insgesamt wurden 10 µl DNAse-Mix zu jeder Probe direkt auf den Filter 
hinzugefügt. Der DNAse-Mix bestand aus: 
 1 µl DNAse 
 1 µl 10 x Puffer 
 8 µl RNAse freies H2O  
Im Anschluss wurden die Proben bei 37°C 25 Minuten inkubiert. Nachdem die Inkubation 
abgeschlossen war, erfolgte der zweite Waschschritt. Hierzu wurden 700 µl des Waschpuffers 
R2 hinzugefügt und bei 11.000 UpM zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und der 
gleiche Waschschritt wiederholt. Anschließend wurde das Auffangröhrchen gewechselt und 
die RNA-RTA Spin Filter vier Minuten bei maximaler Geschwindigkeit von 13.000 UpM 
zentrifugiert, um möglichst alle Reste des Ethanol enthaltenden Waschpuffers R2 zu 
entfernen. Die RNA-RTA Spin Filter wurden danach in einem 1,5 ml Eppendorf Becher 
gesteckt und mit 45 µl Elutionslösung (Elution Buffer R) eluiert. Nach zweiminütiger 
Inkubation und einminütiger Zentrifugation bei 11.000 UpM konnten die RNA-RTA Spin 
Filter verworfen werden und die präparierte RNA in den Eppendorfbechern wurde direkt auf 




4.2.4. cDNA Synthese  
Die cDNA Synthese erfolgte durch eine Reverse Transkriptase (RT) mithilfe des First Strand 
cDNA Synthesis-Kit (Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA) innerhalb eines 
Laminarflow-Arbeitsplatzes auf Eis. Im ersten Schritt der cDNA Synthese wurden zu 12 µl 
RNA 2 µl eines Mix pipettiert, der aus 0,5 µl Oligo-(dT)18 Primern und 1,5 µl RNAse freiem 
H2O bestand. Dieses Gemisch wurde 5 min. in einem Thermocycler bei 65°C erhitzt, damit 
die Oligo-(dT) Primer an den komplementären PolyA-Schwanz der RNA binden konnten. 
Im zweiten Schritt der cDNA Synthese wurden 6 µl einer weiteren Mischung zu den 
jeweiligen RNA Proben pipettiert. Diese Mischung enthielt jeweils 4 µl Reaktionspuffer (5x), 
1 µl dNTPs und jeweils 0,5 µl der reversen Transkriptase (Revert AID RT) und des RNAse 
Inhibitors (Ribolock), woraus sich ein Endvolumen von 20 µl ergab. Es folgten 60 Min. 
Elongation im Thermocycler bei 42°C mit anschließender zehnminütiger Inaktivierung des 
Enzyms bei 70°C. Zur cDNA wurden 20 µl RNAse freies Wasser hinzugegeben und die 
Proben bei -80°C gelagert.   
4.2.5. Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 
Mithilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) können Nukleinsäuresequenzen in vitro 
amplifiziert werden. Die klassische Polymerase-Kettenreaktion besteht aus drei Schritten: 
1) Denaturierung 
2) Primeranlagerung (Annealing oder Hybridisierung) 
3) Elongation 
Im ersten Schritt wurde die DNA-Probe auf 95°C erhitzt, um die Wasserstoffbrücken 
zwischen den DNA Strängen zu zerstören. Damit liegen nun DNA Einzelstränge vor, an die 
sich im zweiten Schritt die komplementären Primer anlagern können. Dieses Anlagern 
erfolgte bei einer Temperatur von 58°C. Im letzten Schritt erfolgte die Elongation des 
komplementären Abschnitts der DNA mithilfe von thermostabilen Polymerasen. Die PCR 
Reaktionen wurden in 96 Well Platten durchgeführt mit einem Gesamtreaktionsvolumen von 
15 µl. Zu einem µl cDNA wurden 14 µl Reaktionsmix hinzugefügt, der aus 5,9 µl RNAse 
freiem H2O, 0,3 µl Primer (10 µM) in sense und antisense Konfiguration und 7,5 µl eines 2x 
SYBR Green Super Mixes (BioRad) bestand.  
Der Unterschied zur herkömmlichen PCR liegt im SYBR Green Super Mix, der neben der 
Polymerase, den Nukleotiden und Salzen auch einen Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green) 




jedem Zyklus ein proportional stärkeres Fluoreszenzsignal gemessen werden kann, was eine 
Quantifizierung ermöglicht. 
Nach 45 Zyklen erfolgte die Schmelzkurvenanalyse. Dazu wurde die Temperatur jeweils um 
0,5°C/Zyklus von 55°C bis auf 95°C erhöht. Jedes PCR Produkt hat eine spezifische 
Denaturierungstemperatur, bei der der Fluoreszenzfarbstoff wieder frei gegeben wird. 
Mithilfe dieser Schmelzkurvenanalyse konnte beurteilt werden, ob die entstandenen Produkte 
in die Analyse und Auswertung der Daten mit eingehen.  
Für die Berechnung der Ergebnisse wurde ein Schwellenwert (Ct-Wert) festgelegt, an dem die 
Produkt Menge in allen Ansätzen gleich war.  
Mithilfe der ΔΔCt-Methode wurde die relative Veränderung der Expression der Produkte 
berechnet. Dazu wurde bei jeder Probe neben dem gesuchten Gen auch die Expression des 
Aktins zur Normalisierung mit gemessen. Demzufolge wurde wie folgt gerechnet:  
 CT=CTZielgen–CTAktin,  
 CT=CTBehandlung–CTKontrolle  
 und relative Gen-Expressionsrate = 2
-ΔΔCt.  
Als häufige Fehler treten Verunreinigungen mit fremder DNA vom Experimentator oder 
vorherigen Versuchen auf. Aus diesem Grund wurde die PCR in einem Laminarflow-
Arbeitsplatz der Sicherheitsklasse zwei inklusive einer Negativkontrolle bei jeder PCR 
durchgeführt. Die 96 well Platte wurde mit Folie überklebt, kurz bei circa 1.200 UpM 
zentrifugiert und anschließend die PCR im Thermocycler durchgeführt.  
Der Thermocycler folgte dabei einem bestimmten PCR Protokoll, das in nachfolgender 
Tabelle 8 abgebildet ist: 
 
Tabelle 8: PCR-Protokoll  
 
Zyklus Wiederholung Zeit Temperatur Prozess 











3 1 1 min 95°C Denaturierung 
4 1 1 min 55°C Abkühlung 
5 81 10 s 55°C-95°C 
ΔT=0,5K 
Schmelzkurvenanalyse 





4.2.6. Agarose – Gelelektrophorese  
Die Agarose Gelelektrophorese ermöglicht Nukleinsäuren (DNA und RNA) ihrer Größe nach 
aufzutrennen. Nukleinsäuren sind durch das Rückgrat aus Phosphatbrücken negativ geladen. 
Sie wandern daher in einem Agarosegel bei angelegter Spannung zur positiv geladenen 
Anode. Die zurückgelegte Strecke verhält sich dabei umgekehrt proportional zur 
Molekülgröße, d.h. besonders große Moleküle wandern kaum in Richtung der Anode und 
bleiben in der Nähe der Kathode und umgekehrt. Die Banden werden durch Ethidiumbromid, 
eine interkalierende Substanz, sichtbar gemacht (Heinrich et al., 2014). 
Für die Herstellung eines 1,7% Agarosegels wurde 1 g Agarose in 60 ml Tris-Borsäure-
EDTA Puffer (TBE Puffer: Tris 89 mM; Borsäure 89 mM; EDTA 2 mM; pH 8) aufgekocht. 
Die klare Flüssigkeit wurde danach zusammen mit 10 µl Ethidiumbromid in eine 
Gelgießvorrichtung gegossen und sofort Kämme zur Ausbildung der Auftragetaschen 
eingehängt. Nach dem Aushärten des Gels wurden die mit Probenbeladungspuffer 
vermischten Proben und ein 100 bp Größenmarker in die Auftragetaschen pipettiert. Die 
Elektrophorese lief bei 80 V ca. 30 Minuten. Zur Visualisierung der Banden wurde der Fluor-
STMMultiImager (BioRad) eingesetzt.  
4.2.7. siRNA Transfektion 
Zellbiologisch bedeutet Transfektion das Einbringen von fremder DNA oder RNA in eine 
Zelle. SiRNAs sind kleine, nicht kodierende RNA Stränge, die mit dem dazugehörigem 
komplementären Strang interferieren, um so deren Funktion zu beeinträchtigen (Heinrich et 
al., 2014). Ziel der spezifischen siRNA Transfektion war es demnach, die Translation des 
Transkriptionsfaktors NFAT5 (nuclear factor of activated T-cells 5) zu verringern bzw. zu 
verhindern.  
Die siRNA Transfektion verlief folgendermaßen: 
Am Tag vor der Transfektion wurden die RPE-Zellen in 12 Well Platten mit 7 x 104 
Zellen/1,1 ml F-10 Medium eingesät, um eine Zellkonfluenz von 60-80% zu erreichen. Für 
die Transfektion wurde ein Transfektionskomplex wie folgt hergestellt: 
 94 µl F10 Medium ohne Serum 
 6 µl siRNA  
 9 µl HiPerfect Reagenz (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
Anschließend wurde der Transfektionskomplex für 15 Sekunden im Vortexer intensiv 
gemischt und dann bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Danach wurden 109 µl des 




Konzentrationen der siRNA (siNFAT5 und siNon [AllStars Negative Control]) 5 nM 
betrugen. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde das Medium gegen ein serumfreies 
Medium ausgetauscht und die Zellen für zwei Stunden synchronisiert. Anschließend erfolgte 
eine 6- bzw. 24-stündige Inkubation mit 150 µl CoCl2 bzw. 0,2% O2. Danach wurde die RNA 
nach o.g. Prinzip isoliert und die Veränderungen der mRNA-Expression von NLRP3 mittels 
real-time RT-PCR bestimmt.  
4.2.8. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 
Das ELISA Verfahren ist ein (semi-)quantitatives, immunologisches Verfahren. Es dient dem 
Nachweis von spezifischen Antigenen mithilfe gegen sie gerichteter Antikörper.  
Für das Verfahren wurden Zelllysate und Zellkulturüberstände verwendet. Die Kultivierung 
der Zellen erfolgte in 12 Well Platten. Die RPE-Zellen wurden mit je 3 x 103 Zellen je Well 
eingesät und bei einer Konfluenz von 90% wurden die RPE-Zellen für 16 h synchronisiert. 
Danach wurde das Medium gegen Kulturmedium mit den entsprechenden 
Untersuchungssubstanzen gewechselt. Für die Erzeugung von hypoxischen Verhältnissen 
wurde entweder CoCl2 (150 µM) zugegeben oder die Zellen in 0,2% O2 inkubiert. Nach 6 h 
bzw. 24 h wurden 1 ml Zellkulturüberstand bzw. 150 µl Zelllysat gesammelt und im ELISA 
analysiert (R&D Systems, Minneapolis, USA). Zur Herstellung der Zelllysate wurden die 
Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Danach wurden 200 µl Inkubationspuffer (Cellular 
DNA Fragmentation ELISA) zu den Zellen pipettiert und alles bei Raumtemperatur 30 Min. 
unter leichtem Schütteln auf dem Taumler inkubiert. Nach einer Zentrifugation für 5 Min. bei 
250 UpM wurde der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und für den ELISA 
verwendet. 
Das Grundprinzip des hier verwendeten Sandwich ELISA’s ist folgendes:  
Zu einer mit dem ersten Antikörper beschichteten Mikrotiterplatte (96 well) wurden die 
Kulturüberstände, Zelllysate, die Standardproteinlösungen und die Kontrollen gegeben. Die 
verschlossenen Wells inkubierten anschließend für 2 h bei Raumtemperatur. Damit nicht 
gebundenen Antigene entfernt werden, wurden die Wells dreimal mit PBS gewaschen und auf 
Filterpapier ausgeklopft, um wiederum alle Überreste des Waschpuffers zu entfernen. Der 
nächste Schritt bestand im Hinzufügen von 200 µl eines Enzym-gekoppelten Antikörpers. 
Dieser bindet an ein anderes Epitop des gesuchten Proteins, sodass nun das Sandwich entsteht. 
Der zweite Antikörper musste im Anschluss daran eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubieren. Im nächsten Schritt erfolgte wieder ein dreimaliger Waschvorgang mit PBS. 




umgesetzt wird. Dafür wurde alles für 20 Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 25 µl Stopp Lösung beendet und innerhalb von 30 Minuten 
wurde die Absorption bei 450 nm am ELISA-Reader, Spectra Max 250, gemessen. Anhand 
der Standardkurve konnte die Konzentration des zu bestimmenden Proteins in den 
Kulturüberständen in jedem Well berechnet werden. 
4.2.9. Western-Blot, Proteinbestimmung nach Bradford und SDS-PAGE  
Die Western-Blot Technik ist eine häufig genutzte, qualitative und semi-quantitative 
Methode, um Proteine bekannter Größe zu identifizieren. Zunächst wurden RPE-Zellen mit je 
5 x 105 Zellen/1,5 ml Medium pro Well in eine 6 Well Platte eingesät. Bei 90% 
Wachstumsdichte wurden die Zellen über Nacht (16 h) synchronisiert und danach wurde 
CoCl2 (150 µM) über definierte Zeiträume (6 h, 16 h und 24 h) zugegeben. CoCl2 wurde zur 
Erzeugung einer künstlichen Hypoxie verwendet. Die Kontrolle blieb unbehandelt. Nach dem 
Entfernen des Medium erfolgte das zweimalige Waschen mit eiskaltem PBS (pH 7,4; 
Invitrogen, Paisley, UK) auf Eis. 
Im nächsten Schritt wurden die Zellen durch Zugabe von Lysepuffer (50 mM Tris-HCl 
pH8,0; 5 mM EDTA; 150 mM NaCl; 0,5% NP-40; 1% Protease Inhibitor Gemisch) 30 
Minuten bei 4°C lysiert. Das entstandene Zelllysat wurde aus den Wells der Kulturplatte in 
1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und für 10 Min bei 15.000 UpM und 4°C zentrifugiert.  
 
Um die Proteinkonzentrationen zu bestimmen, wurde die quantitative Bestimmung nach 
Bradford durchgeführt. Das Prinzip der quantitativen Bestimmung liegt darin, dass die 
Substanz Coomassie Brilliant Blau in einer stark sauren Lösung ein Absorptionsmaximum bei 
465 nm besitzt. Werden der Lösung Proteine hinzugefügt, so bindet das Coomassie Brilliant 
Blau an die positiv geladenen und hydrophoben Seitenketten der Proteine. Dieser Komplex 
verändert spezifisch seine Farbe und besitzt sein Absorptionsmaximum bei 595 nm. Die 
Intensität des Farbkomplexes ist dabei direkt vom Proteingehalt in der Lösung abhängig. So 
ist es möglich, die Proteinkonzentration mithilfe photometrischer Messungen bei 595 nm und 
einer Eichkurve, erstellt aus Standardproteinverdünnungen, zu quantifizieren. Es wurden 5 µl 
Probe und Standardproteinverdünnung in einer 96 Well Platte mit jeweils 150 µl 
Bradfordlösung vermischt.  
Die Zellüberstände und die darin enthaltenen Proteine mussten nachfolgend mittels SDS-
Polyacrylamid Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Die SDS-PAGE dient dem Auftrennen 




Proteine denaturieren und ihre Eigenladung durch die negative Ladung des SDS verlieren. 
Jede Probe wurde mit Lämmli Puffer im Verhältnis 1:4 vermischt und bei 100°C für 10 Min 
gekocht. Die entstandene negative Ladung ist dabei proportional zur Länge des Proteins. Im 
elektrischen Feld wandern die Komplexe in Richtung Anode, dabei ist die zurückgelegte 
Strecke umgekehrt proportional zur Größe der Proteine. 35 µg Protein wurden aufgetragen. 
Herstellung des Gels: 
Zwischen zwei fettfreie Glasplatten wurde zunächst das Trenngel eingefüllt. Nach dessen 
Aushärtung wurden das Sammelgel und die Probenkämme eingesetzt. Die jeweilige 
Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels sind in Tabelle 9 dargestellt. Die 
Elektrophorese lief 15 min bei 150 V und anschließend ca. 1 h bei 200 V.  
 
Tabelle 9: Zusammensetzug des Trenn- und Sammelgels 
Substanzen Sammelgel 4% [ml] Trenngel 10% [ml] 
AA/BAA 0,65 3,33 
Trenngelpuffer  2,5 
Sammelgelpuffer 1,25  
Wasser 3,05 4,03 
10% SDS 0,05 0,1 
TEMED 0,006 0,01 
10% APS 0,025 0,05 
 




15 g Tris 
100 ml dest. H2O 
120 ml 1N HCl 
Trenngelpuffer  
pH 8,8 
45,38 g Tris 
100 ml dest. H2O 
60 ml 1N HCl 
Kammerpuffer  
pH 8,5 
3 g Tris 
7,2 g Glycin 
200 ml Methanol 
Laemmli Puffer 
1,75 ml Sammelpuffergel 
1,5 ml Glycerin 
5 ml SDS (10 %) 
1,5 ml Mercaptoethanol 






Nun konnten die aufgetrennten Proteine auf eine Membran (z.B. 
Polyvenylendifluoridmembran-PVDF) mittels Blotting Technik übertragen werden. Hierzu 
wurden drei Lagen Filterpapier an der Anode und Kathode positioniert, die zuvor in 
Transferpuffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20% Methanol; pH 8,5) eingelegt wurden. Die 
PVDF Membran wurde mit 80% Methanol durchfeuchtet und auf das Filterpapier gelegt. 
Anschließend konnte das Trenngel luftblasenfrei auf die Membran gebracht und mit in 
Transferpuffer getränktem Filterpapier bedeckt werden. Der Blotting Vorgang wurde bei 0,4 
A für 90 Min. durchgeführt. 
Vor der Inkubation mit dem ersten Antikörper mussten die freien Stellen auf der PVDF 
Membran blockiert werden. Dafür wurde die PVDF Membran in Blockierungslösung aus 5% 
Magermilchpulver in TBS Puffer (60,5g Tris; 87,6g NaCl; pH 7,5) eine Stunde bei 
Raumtemperatur auf dem Taumler inkubiert. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 
ersten Antikörper bei 4°C über Nacht auf einem Taumler. Für die Negativkontrolle wurde der 
erste Antikörper durch TBST-Puffer (TBS Puffer mit 0,1% Tween20) mit Rotiblock (100:1) 
ersetzt. Nach 3-maligem Waschen mit TBST-Puffer wurde der zweite Antikörper für eine 
Stunde hinzugefügt. Es folgte ein 2 maliger Waschschritt mit TBST-Puffer und 1 x mit 
Alkalische Phosphatase (AP) Puffer (Tris 100 mM; NaCl 100 mM; MgCl2 x 6 H2O 5 mM; pH 
9,5). Im letzten Schritt wurden die Proteinbanden mithilfe von 5-Bromo-4-Chloro-3-
indolylphosphat/Nitroblautetrazoliumchlorid visualisiert. Zur Kontrolle der Proteinbeladung 
des Blots wurde ß-Actin (45 kDa) verwendet. 
 
Tabelle 11: Verwendete Antikörper für den Western Blot  
Verwendeter Antikörper Hersteller Verdünnung 
mouse anti-human NLRP3 
Enzo Life Science, Lausen, 
Schweiz 
1:1000 
rabbit anti-human ß-actin 
Cell Signaling, Frankfurt/M., 
Deutschland 
1:1000 
anti-mouse IgG AP Konjugat 
Cell Signaling, Frankfurt/M., 
Deutschland 
1:2000 
anti-rabbit IgG AP Konjugat 










4.3. Statistische Auswertung 
Es wurden stets mindestens drei voneinander unabhängige Experimente mit RPE-Zellen aus 
verschiedenen Hornhautspendern durchgeführt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± 
Standardfehler angegeben. Das Programm Prism (Graphpad Software, San Diego, CA) wurde 
für die statistische Analyse verwendet. Akzeptanzkriterium für die Ergebnisse war eine 
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05. Sie wurde ermittelt mithilfe der einfaktoriellen 
Varianzanalyse, gefolgt vom Bonferroni’s multiple comparision test und dem Mann-Whitney 



























5.1. Genexpression von Inflammasom-assoziierten Proteinen 
Zur Bestimmung der Genexpression von Inflammasomproteinen unter hypoxischen 
Bedingungen bei humanen RPE-Zellen wurden PCR-Experimente durchgeführt. RPE-Zellen 
exprimieren die mRNA für die Proteine NLRP3, IL-1ß, IL-18, AIM2, für das Adaptorprotein 
ASC und die Caspasen Casp-1, -4 und -5. Keine Transkripte wurden für die mRNA von 
NLRP1, NLRP6, NLRP7, NLRP12 und NLRC4 sowohl unter normoxischen Kontroll- als 
auch unter Hypoxiebedingungen nachgewiesen (Prager et al., 2016). In dieser Arbeit wurden 
die mRNA von NLRP2, NLRP3, IL1B, IL18, AIM2, ASC, CASP1 und CASP4 bei RPE-
Zellen nachgewiesen (Abbildung 5), was die Resultate anderer Autoren bestätigt. In der 
Abbildung 5 ist eine Agarose Gelelektrophorese dargestellt, die zur Kontrolle der Länge der 
entstandenen PCR-Produkte durchgeführt wurde. 
 
Abbildung 5: Repräsentative Elektrophorese der PCR-Produkte von Inflammasom-assoziierten 
Proteinen in humanen RPE-Zellen. Um die korrekte Länge und die Qualität der Transkripte zu 
bestimmen, wurden Agarose-Gelelektrophoresen durchgeführt. Hierfür wurde die cDNA aus RPE-
Zellen von zwei unterschiedlichen Spendern verwendet (1,2). Die Negativkontrolle (0) wurde mit 
RNAse-freiem Wasser anstelle von cDNA durchgeführt. ACTB (ß- Actin) diente als Kontrolle zur 
Beurteilung der Qualität der RNA. 
 
5.2. Wirkung von Hypoxie auf die Genexpression von Inflammasomproteinen 
Hypoxische Bedingungen wurden entweder durch Zugabe von CoCl2 (150 µM) zum 
Kulturmedium (chemische Hypoxie) oder durch Inkubation der RPE-Zellen in einem 
Brutschrank mit 0,2% O2 Atmosphäre erzeugt. Um die Arbeitshypothese, dass Hypoxie zu 
einer Veränderung der Transkription von Inflammasom-assoziierten Genen führen könnte, zu 
bestätigen, wurden Untersuchungen mittels quantitativer RT-PCR (qRT-PCR) durchgeführt. 
RPE-Zellen, die in 0,2% O2 kultiviert wurden, exprimierten signifikant mehr NLRP3 und IL-
1ß mRNA als die unstimulierten Kontrollen. Ein geringer signifikanter Anstieg konnte für die 
mRNA von ASC und Caspase 4 nach 24 h beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigten 
 
 
sich bei der NLRP2-, CASP1-
Bedingungen unter 0,2% O2 (Abbildung 6)
Abbildung 6: Transkription verschiedener Inflammasom
Zellen unter hypoxischen Bedingungen (0,2% O
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Abbildung 7: Transkription verschiedener Inflammasom
Zellen unter chemischer Hypoxie, erzeugt durch CoCl
NLRP3, AIM2, ASC, CASP1, CASP4, IL1B
nach 2 h, 6 h und 24 h mittels qRT
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wurden mit * markiert (p<0,05). 
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Jedoch zeigten sich auch grundlegende Unterschiede zwischen dem NaCl und CoCl2 
induzierten Priming der NLRP3 mRNA. Die hyperosmotischen Bedingungen führten zu 
einem Anstieg der NLRP3 mRNA mit einem Maximum nach 6 h, während die stärkste 
Zunahme der NLRP3 mRNA unter Hypoxie erst nach 24 h festgestellt wurde. Diese Daten 
deuten darauf hin, dass die NLRP3 Transkription unter hyperosmolaren bzw. hypoxischen 
Verhältnissen durch unterschiedliche Signaltransduktionswege vermittelt wird. 
5.3. Hypoxisch induzierte Expression von NLRP3 und IL-1ß Protein 
Um  neben dem Priming von NLRP3 in hypoxisch stimulierten RPE-Zellen auch das NLRP3 
Protein nachzuweisen, wurden Western Blots durchgeführt. Dafür erfolgte die RPE 
Zellkultivierung entweder unter hypoxischen Bedingungen (CoCl2 150 µM) für 6 h, 16 h und 
24 h und unter Kontrollbedingungen ohne CoCl2. ß-Actin wurde als Ladungskontrolle 
verwendet. Zur Kontrolle der Spezifität der Antikörper (Negativkontrolle) wurde der erste 
Antikörper des Western Blots durch Puffer ersetzt. 
Abbildung 9A zeigt, dass RPE-Zellen unter Kontrollbedingungen bereits eine geringe Menge 
an NLRP3 Protein bilden. Durch Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von CoCl2 zeigt 
sich eine Zunahme des NLRP3 Proteins im Vergleich zu den Kontrollen unter 
Normalbedingungen. Ein besonders starker Effekt der Hypoxie war nach 16 h und 24 h zu 
beobachten. Diese Ergebnisse bestätigen deutlich die Resultate zur Hypoxie-induzierten 










Abbildung 9: Hypoxisch induzierter Anstieg an NLRP3 (
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5.4. RPE Zellvitalität 
Eine Akkumulation von AluRNA 
zum Untergang der RPE-Zellen führen
2014). Desweiteren ergeben sich Hinweise darauf, dass eine lysosomale Destabilisierung und 
Freisetzung lysosomaler Enzyme zu
Caspase-1 abhängigen Zelltod führen könnten (Tseng et al. 2013). 
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bzw. 24 h. Zusammenfassend ergeben diese Daten einen Hinweis auf einen Zusammenhang 
zwischen Hypoxie und Abnahme der RPE
5.5. Regulation der Genexpression von NLRP3 und VEGF unter hypoxischen 
Bedingungen 
5.5.1. Transkriptionsfaktoren
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In der Abbildung 11A zeigt sich bei den RPE-Zellen, die unter Anwesenheit von CoCl2 
kultiviert wurden, eine signifikante (p<0,05) Verringerung an NLRP3 mRNA, wenn ein HIF-
1 Blocker (3-[2-(4-Adamantan-1-yl-phenoxy)-Acetylamino]-4-Hydroxybenzsäure-
methylester) (Lee et al. 2007) oder ein cAMP-response-element-binding protein (CREB) 
Blocker (666-15) verwendet wurde. Die Inkubation der RPE-Zellen mit Inhibitoren von 
signal transducer and activators of transcription 3, STAT3- (Stattic) (Schust et al., 2006), 
nuclear factor kappa B, NFκB- (CAPE) (Natarajan et al., 1996) oder AP-1 (SR11302) 
ergaben keine Veränderungen der hypoxischen NLRP3-mRNA Expression. Unter 
Kontrollbedingungen bewirkte die Blockade von NF-κB einen signifikanten (p<0,05) Anstieg 
der NLRP3 mRNA Menge, was auf einen supprimierenden Einfluss von NF-B auf die 
konstitutive Expression der NLRP3 mRNA bei RPE-Zelle hindeuten könnte.  
Prager et al. (2016) beschrieben eine Zunahme der NLRP3 mRNA bei RPE-Zellen unter 
extrazellulärer Hyperosmolarität (NaCl + 100 mM). Dieser Effekt wurde teilweise durch die 
Aktivität des Transkriptionsfaktors NFAT5 vermittelt. NFAT5 ist für das Überleben von 
Zellen bei Osmolaritätsänderungen von Bedeutung (Cheung et al., 2013). Daher sollte auch in 
dieser Arbeit geprüft werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Hypoxie-induzierten 
NLRP3-Genexpression und dem Transkriptionsfaktor NFAT5 besteht. 
Die NFAT5-Expression der RPE-Zellen wurde mit einer gegen NFAT5 gerichteten siRNA 
(siNFAT5) gehemmt. Als Kontrolle wurden RPE-Zellen mit einer ungerichteten siRNA 
(siNon) transfiziert. Zunächst sollte der Einfluss der siRNA auf die NFAT5 mRNA überprüft 
werden. Hier zeigte sich eine signifikante Abnahme (p<0,05) um ca. 50% der NFAT5 mRNA 
in den RPE-Zellen, die mit der siRNA gegen NFAT5 transfiziert wurden, während die 
ungerichtete siRNA keinen Effekt hatte (Abbildung 11B). Anschließend wurde der Einfluss 
auf die Hypoxie-induzierte NLRP3 mRNA quantifiziert. Hierbei zeigten sich keine 
signifikanten Veränderungen durch die siRNAs auf die NLRP3 mRNA, sowohl unter 
Kontrollbedingungen als auch unter chemischer Hypoxie (CoCl2 150 µM) (Abbildung 11C). 
Zusammenfassend betrachtet sind demzufolge von den untersuchten Transkriptionsfaktoren 
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Die CoCl2-induzierte NLRP3 mRNA-Expression wurde durch die Inhibition der 
Proteinkinase A (PKA) durch H-89 und durch Ruthenium Red, ein Calcium-bindendes 
Protein, signifikant verringert. Durch die Hemmung der store-operated calcium entry channel 
(SOC), eine Gruppe von Calcium-Ionen Kanälen, die bei geringen Calciumkonzentrationen 
im Endoplasmatischen Retikulum in der Plasmamembran aktiviert werden (Parekh et al., 
2005), der transient receptor potential (TRP) Kanäle und der IP3-Rezeptoren durch 2-APB 
wurde die Hypoxie-induzierte NLRP3-Genexpression ebenfalls signifikant reduziert. 
Dagegen konnten keine signifikanten Veränderungen der hypoxischen Expression von 
NLRP3 mRNA durch die Inhibition der Scr Tyrosin Kinase (PP2), der Phospholipase Cγ 
(U73122) oder der Cyclooxygenase (COX) durch Indomethacin, durch Dithiothreitol, einer 
Zellpermeabilität reduzierenden Substanz, durch N-Acetyl-L-Cystein (NAC), eine Substanz, 
die reaktive Sauerstoffspezies (ROS) verringert und die Behandlung mit Cyclosporin A 
(CsA), eine Substanz, die die MPT Poren der Mitochondrien beeinflusst, nachgewiesen 
werden (siehe Abbildung 12). Nicht dargestellt ist die Behandlung der RPE-Zellen mit 
SB203580, einem Inhibitor der p38 mitogen aktivierten Proteinkinase (p38 MAPK), mit 20 
µM PD98059, einem Inhibitor der extrazellulär Signal-regulierten Kinase 1/2 (ERK 1/2), mit 
10 µM SP6000125, einen Inhibitor der c-Jun NH2-terminalen Kinase (JNK) und mit 5 µM 
LY294002, ein Inhibitor der Phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)-related kinase, die 
ebenfalls zu keinen signifikanten (p<0,05) Veränderungen der NLRP3 mRNA-Genexpression 
führten.  
Eine signifikante Erhöhung (p<0,05) an NLRP3 mRNA war durch die Blockade der 
Proteinkinase Cα/β (PKCα/β) durch Gö6976 unter Kontrollbedingungen und auch bei 
chemischer Hypoxie zu beobachten, was darauf hinweist, dass PKCα/β die NLRP3 mRNA-
Genexpression in den RPE-Zellen verhindert. Die hypoxische NLRP3 mRNA-Genexpression 
wiederum scheint zumindest in Teilen von der Aktivität der PKA, den IP3 Rezeptoren, den 
Calcium-bindenden Proteinen, den TRP Kanälen und den SOC Kanälen abhängig zu sein.  
5.5.2.2. VEGF-A mRNA-Expression 
Weiterhin wurde untersucht durch welche Signalwege die mRNA-Expression des angiogenen 
Faktors VEGF-A (Witmer et al., 2003; Schlingemann et al., 2004) unter hypoxischen 
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Zusammenfassend betrachtet scheint die VEGF-A mRNA-Expression abhängig von den 
intrazellulären Signalwegen zu sein, die assoziiert sind mit Calcium-bindenden Proteinen, der 
Cyclooxygenase, der p38 MAPK sowie der ERK1/2. JNK hingegen scheint einen 
inhibitorischen Einfluss auf die konstitutive Expression von VEGF-A mRNA zu besitzen. 
Dies verdeutlicht, dass bei der Hypoxie-induzierten Expression von NLRP3 und VEGF-A 
unterschiedliche intrazelluläre Signalkaskaden eine Rolle spielen.  
5.5.3. Beteiligung von extrazellulären Signalproteinen  
Neben den Transkriptionsfaktoren und den intrazellulären Signalwegen waren die an der 
Hypoxie-induzierten Expression von NLRP3 und VEGF-A mRNA beteiligten extrazellulären 
Signalproteine von Interesse. Dafür wurden die RPE-Zellen mit spezifischen 
























Zur Untersuchung der NLRP3
Abwesenheit von CoCl2 kultiviert (Abbildung 14).
Abbildung 14: Beteiligung autokrin/p
Expression der NLRP3 mRNA in humanen RPE
Abwesenheit (Kontrolle) von 150 
PCR quantitativ erfasst. Folgende pharmakologische
EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase AG1478 (600
AG1296 (10 µM), der Inhibitor der VEGF
superfamily activin receptor-like kinase receptors SB431542 (10 µM), der Inhibitor der FGF 
Rezeptortyrosinkinase PD173074 (500 nM), ein rekombinanter IL1 Rezeptor Antagonist (IL
µg/ml) und der Inhibitor der Caspase 1 Ac
Lösungsmittel für die Inhibitoren, weshalb hier eventuelle DMSO
sind die Mittelwerte ± Standard
markieren signifikante (p<0,05) Unterschiede
(p<0,05) Unterschiede zu CoCl2 
 
Eine signifikante (p<0,05) Abnahme der 
Zellen war durch die Wirkung 
Tyrosinkinase), SB431542 (TGF
PD173074 (FGF-Rezeptor-Tyrosinkinase)
beobachten. Keine signifikanten (p<0,05) Veränderu
Genexpression konnten durch die Hemmung
Caspase-1 (Ac-YVAD-CMK) ermittelt werden. DMSO, als Lösungsmittel für die Inhibitoren, 
war unter Kontrollbedingungen und auch in Anwesenheit von CoCl
Einen signifikanten (p<0,05) Anstieg an NLRP3 mRNA 
Rezeptortyrosinkinase mit dem Hemmer AG1296
 
-Genexpression wurden die RPE-Zellen für 6 h in An
 
arakriner Rezeptor-Signaltransduktionen an der hypoxischen 
-Zellen. Die Zellen wurden 6
µM CoCl2 kultiviert und die NLRP3 mRNA wurde mittels qRT
 Inhibitoren wurden verwendet: Der Inhibitor der 
 nM), der Blocker der PDGF Rezeptortyrosinkinase 
-Rezeptoren 2 SU1498 (10 µM), der Inhibitor der TGF
-YVAD-CMK (Ac-Y; 500 nM). DMSO 
-Effekte untersucht wurden.
fehler von 3 bis 11 voneinander unabhängigen Experimenten. * 
 zur unbehandelten Kontrolle 
unter Kontrollbedingungen.  
Hypoxie-induzierten NLRP3-Genexpression
der Blockersubstanzen AG1478
-ß1 superfamily activin receptor-like kinase receptors
 und einem IL1 Rezeptor Antagonisten 
ngen der hypoxischen NLRP3 
 des VEGF-Rezeptor-2 (SU1498) und der 
2 ohne Effekt.
konnte bei der Blockade der PDGF 








(1:1000) diente als 
 Gezeigt 











den RPE-Zellen sowohl unter Kontrollbedingungen als auch in Anwesenheit von CoCl2 zu 
beobachten. Daneben bewirkte die Blockade des TGF-ß1-Rezeptors unter 
Kontrollbedingungen durch SB431542 ebenfalls einen signifikanten Anstieg der NLRP3 
mRNA. 
Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass durch hypoxische Bedingungen freigesetzte Faktoren 
wie EGF, TGF-ß1, FGF und IL-1 über eine autokrin/parakrine Aktivierung ihrer 
entsprechenden Rezeptoren an der Hypoxie-induzierten Expression der NLRP3 mRNA bei 
den RPE-Zellen beteiligt sind. Autokrin/Parakrine Aktivierung des TGF-ß1 Rezeptors hemmt 
die NLRP3 mRNA-Genexpression unter Kontrollbedingungen und stimuliert sie unter 
hypoxischen Bedingungen. Die Ergebnisse zeigen auch, dass die Aktivierung des PDGF 
Rezeptors die NLRP3 mRNA-Genexpression unter Kontrollbedingungen und bei Hypoxie 
inhibiert. 
5.5.3.2. VEGFA-mRNA-Expression 
Für die Untersuchung zur Regulation der Hypoxie-induzierten VEGF-A mRNA wurden die 
RPE-Zellen für 6 und 24 h in An- und Abwesenheit von CoCl2 kultiviert. Die Ergebnisse sind 














Abbildung 15: Beteiligung autokrin/parakriner Rezeptor-Signaltransduktionen an der hypoxischen 
Expression der VEGF-A mRNA in humanen RPE-Zellen. Die Zellen wurden 6 (A) und 24 h (B) in 
An- und Abwesenheit (Kontrolle) von CoCl2 (150 µM) kultiviert. Änderungen in der VEGF-A mRNA 
wurden mittels qRT-PCR ermittelt. Dabei wurden die folgenden pharmakologischen Inhibitoren und 
Substanzen verwendet: Der Blocker der PDGF Rezeptortyrosinkinase AG1296 (10 µM), der Inhibitor 
der VEGF-Rezeptoren-2 SU1498 (10 µM), der Inhibitor der TGF-ß1 superfamily activin receptor-like 
kinase receptors SB431542 (10 µM), der Inhibitor der FGF Rezeptortyrosinkinase PD173074 (500 
nM), ein rekombinanter IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1RA; 1 µg/ml) und der Inhibitor der Caspase 1 
Ac-YVAD-CMK (Ac-Y; 500 nM). DMSO (1:1000) diente als Lösungsmittel für die Inhibitoren, 
weshalb hier eventuelle DMSO-Effekte untersucht wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte ± 
Standardfehler von 3 bis 11 voneinander unabhängigen Experimenten. * markieren signifikante 
(p<0,05) Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle und ● signifikante (p<0,05) Unterschiede zu 
CoCl2 unter Kontrollbedingungen. 
 
Die Hypoxie-induzierte VEGF-A-Genexpression wurde signifikant (p<0,05) durch die 
Inhibition des TGF-ß1 superfamily activin receptor-like kinase reeptors mittels SB431542 
nach 6 h reduziert. Die Blockade des VEGF-Rezeptors-2 (Abbildung 15A) und des IL-1-
Rezeptors (Abbildung 15B) durch SU1498 bzw. IL-1RA führten zu einem signifikanten 
(p<0,05) Anstieg der VEGF-A mRNA-Genexpression, sowohl unter hypoxischen als auch 
unter Kontrollbedingungen. Im Falle des PDGF-Rezeptor-Tyrosinkinasehemmers (AG1296) 
wurde eine Erhöhung der VEGF-A mRNA-Expression nur unter hypoxischen Bedingungen 
festgestellt. 
Keine signifikanten (p<0,05) Veränderungen der VEGF-A-Genexpression zeigten sich bei der 
Hemmung der Caspase-1 durch Ac-YVAD-CMK. 
Es wird angenommen, dass die TGF-ß1 superfamily activin receptor-like kinase receptors an 




Aktivierung der IL-1-Rezeptoren und der VEGF-Rezeptoren-2 scheinen eine generelle 
Inhibition der VEGF-A-Genexpression zu verursachen, da bei Blockade dieser Rezeptoren in 
Hypoxie und Normoxie die VEGF-A mRNA-Expression zunahm. Weiterhin scheint die 
Inflammasomaktivierung nicht an der NLRP3 oder VEGF mRNA-Genexpression beteiligt zu 
sein, da eine Blockade der Caspase-1 keine signifikanten (p<0,05) Veränderungen zur Folge 
hatte. 
5.5.4. Beteiligung purinerger Rezeptoren  
ATP gehört zu den Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms über purinerge 
Rezeptorsignaltransduktion. Prager et al. (2016) zeigten eine Beteiligung von freigesetztem 
ATP über eine Aktivierung des P2Y1-Rezeptors an der NLRP3-Genexpression bei RPE-
Zellen unter hyperosmolaren Bedingungen. Daher sollte als Nächstes überprüft werden, ob 
purinerge Rezeptoren auch an der hypoxischen Expression von NLRP3 mRNA in RPE-Zellen 
beteiligt sind. Hierfür wurden RPE-Zellen in Hypoxie, induziert durch CoCl2 oder 0,2% O2 
mit entsprechenden pharmakologischen Blockern kultiviert.  
5.5.4.1. NLRP3 mRNA Expression 
In der Abbildung 16 sind die Ergebnisse zur Beurteilung der Rolle purinerger Rezeptoren an 
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Diese Daten deuten daraufhin, dass unter hypoxischen Bedingungen Pannexin
von den RPE-Zellen freigesetzt wird. Die Abgabe von ATP und Adenosin sowie die 
autokrine/parakrine Aktivierung des P2Y
Induktion der NLRP3 mRNA bei Hypoxie bei.
5.5.4.2. VEGF-A mRNA-Expression
Weiterhin wurde die Rolle purinerger Rezeptoren an der Regulation
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Die Hypoxie-induzierte VEGF-A-Genexpression wurde durch die Wirkung der Apyrase, des 
P2Y2 Rezeptor Antagonisten AR-C 118925XX und des Pannexin blockierenden Peptid 
10panx 
verringert, wohingegen durch NBTI, einem Nucleosidtransporter Antagonisten, der 
hypoxische Effekt (durch CoCl2 oder 0,2% O2) noch verstärkt wurde. Beim Adenosin A2 
Antagonisten CSC war ein ähnlicher Effekt jedoch nur unter den Bedingungen der 0,2 % O2 
Atmosphäre zu beobachten. Damit könnte eine Pannexin vermittelte ATP-Freisetzung zu 
einer autokrin/parakrinen Aktivierung des P2Y2-Rezeptors führen und so auch zur Induktion 
der VEGF-A-Genexpression unter hypoxischen Verhältnissen bei den RPE-Zellen beitragen. 
5.5.5. Rolle purinerger Rezeptoren bei der Hypoxie-induzierten Sekretion von VEGF   
Nach dem Nachweis der Beteiligung der purinergen Signaltransduktion an der VEGF mRNA-
Expression in hypoxisch stimulierten RPE-Zellen sollte nun überprüft werden, ob diese 
Signalwege auch in die Sekretion des VEGF-Proteins unter diesen Bedingungen involviert 
sind. Hierfür wurde VEGF in den Kulturüberständen mittels ELISA quantifiziert. Diese 
Kulturüberstände wurden unter Kontrollbedingungen und unter hypoxischen Verhältnissen, 
entweder induziert durch CoCl2 oder 0,2% O2 Atmosphäre, erhalten. Die Ergebnisse sind in 












Abbildung 18: Rolle der P2Y2 Rezeptorsignaltransduktion 
VEGF in humanen RPE-Zellen. Die RPE
150 µM CoCl2 bzw. 0,2% O2 für 24 h 
Kulturüberständen mittels ELISA quantifiziert und
(100%) angegeben. Dabei wurden folgende Inhibitoren oder Substanzen verwendet: 
U/ml), einem ATP hydrolysierenden Enzym, der P2Y
10 µM), der Adenosin A1 Rezeptor Antagonist DPCPX (50 nM), einem rekombinanten IL1 Rezeptor 
Antagonisten (IL-1RA; 1 µg/ml) und einem 
DMSO (1:1000) diente als Lösungsmittel für die Inhibitoren, weshalb hier eventuelle DMSO
untersucht wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte 
unabhängigen Experimenten. * markieren signifikante (p<0,05) Untersch
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Es gibt Hinweise darauf, dass eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms an der 
Pathogenese der AMD beteiligt ist. Dies trifft sowohl auf die trockene Form der AMD (GA), 
als auch auf die feuchte Form der AMD (CNV) zu (Marneros, 2013; Tseng et al., 2013; 
Fowler et al., 2014). Bekannt ist, dass die AMD mit einer systemischen sowie einer lokalen 
Entzündung der äußeren Netzhaut verbunden ist. Diese inflammatorischen Prozesse werden 
durch Aktivierung des Inflammasoms eingeleitet (Xu et al., 2009; Nita et al., 2014; Cheung 
und Wong, 2014). 
Hypoxie der äußeren Netzhaut ist ein pathogener Faktor der AMD. Die Hypoxie resultiert aus 
verschiedenen retinalen Veränderungen wie der Verdickung der Bruchschen Membran, den 
Lipoproteinablagerungen, den Drusen unterhalb des RPE und die Abnahme der choroidalen 
Durchblutung. Die Hypoxie induziert eine Sekretion von VEGF-A durch RPE-Zellen, 
Makrophagen und Müllerzellen; letztendlich kommt es zu einer Degeneration des RPE und 
der Photorezeptoren (Ishibashi et al., 1997; Dallinger et al., 1998; Lutty et al., 1999; Anderson 
et al., 2003; Witmer et al., 2003; Roth et al., 2004; Schlingemann et al., 2004; Yonekawa et 
al., 2015; Bringmann et al., 2016).  
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, ob Hypoxie einen Einfluss auf das 
Priming (erhöhte Genexpression von Inflammasom-assoziierten Proteinen) und die 
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in humanen RPE-Zellen hat. Es sollten außerdem die 
Signaltransduktionswege ermittelt werden, die an der Expression von NLRP3 und VEGF 
sowie an der Sekretion von VEGF beteiligt sind. 
6.1. Hypoxie induziert Priming und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms  
Es konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung der RPE-Zellen in 0,2% O2 zu einem 
signifikanten Anstieg der NLRP3- und IL-1ß-mRNA-Level bereits nach 2 bzw. 6 h führt. Das 
Maximum wurde nach 24 h Kultivierungszeit beobachtet. Chemische Hypoxie (induziert 
durch Gabe von CoCl2) verursachte einen Anstieg des NLRP3-mRNA-Levels (Abbildungen 6 
und 7). Chemische Hypoxie induzierte auch eine Zunahme des NLRP3-Proteingehaltes von 
hypoxischen RPE-Zellen. Am stärksten war der Effekt auf den NLRP3-Proteingehalt nach 16 
und 24 h (Abbildung 9A). Im Gegensatz dazu wurden keine hypoxischen Veränderungen bei 
der NLRP2- und IL-18-mRNA nachgewiesen. Die Expression der mRNA von Proteinen 
anderer Inflammasom-Typen (NLRP1, NLRP6, NLRP7, NLRP12, NLRC4) konnte unter den 
hier verwendeten Bedingungen nicht nachgewiesen werden. Die fehlende Veränderung der 




seiner konstitutiven Expression erklärt werden (Celkova et al., 2015). Die Expression der IL-
1ß-mRNA wurde durch Hypoxie signifikant erhöht. Desweiteren konnte unter 0,2% O2 ein 
Anstieg der ASC- und Caspase-4-mRNA-Level nach 24 h beobachtet werden, wohingegen 
unter CoCl2 die Expression des AIM2-Gens anstieg und die Expression des Caspase-1-Gens 
sank.  
Die Ergebnisse zeigen, dass das NLRP3-Inflammasom in RPE-Zellen durch hypoxische 
Verhältnisse geprimt wird. Um nachzuweisen, ob Hypoxie auch eine Aktivierung des 
Inflammasoms bewirkt, wurde der IL-1ß-Gehalt in Zelllysaten von RPE-Zellen mittels ELISA 
untersucht. Es konnte eine Zunahme des zytosolischen IL-1ß-Levels durch Hypoxie bei RPE-
Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 9B). Das deutet daraufhin, dass unter Hypoxie das 
NLRP3-Inflammasom aktiviert wird; durch die Caspase-1 wird das inaktive pro-IL-1ß in 
biologisch aktives IL-1ß umgewandelt (Latz et al., 2013; Celkova et al., 2015; Kauppinen et 
al., 2016). Interessanterweise war kein Anstieg der Expression des pro-Caspase-1-Gens unter 
Hypoxie nachweisbar; die mRNA-Menge sank sogar zeitabhängig in Anwesenheit von CoCl2 
(siehe Abbildung 6 und 7). Diese zeitabhängige Verringerung der pro-Caspase-1-
Genexpression durch CoCl2 wurde bereits in anderen Zellsystemen beschrieben. In 
verschiedenen Zellsystemen hat CoCl2 unterschiedliche Effekte auf die Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms. CoCl2 hemmt z.B. die NLRP3-abhängige Caspase-1-Aktivierung in 
Gliazellen des Gehirns, aber nicht in Makrophagen des Knochenmarkes (Kim et al., 2013). 
Durch Prager et al. (2016) wurde gezeigt, dass hohe extrazelluläre NaCl-Konzentrationen zum 
Priming und zur transienten Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms führen. Die damit in 
Zusammenhang stehenden Signalwege konnten ermittelt werden. In dieser Arbeit ergab sich, 
dass die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit einer hohen NaCl-Konzentration und 
CoCl2 einen additiven Effekt auf die NLRP3-mRNA-Expression hat (Abbildung 8). Dieser 
Fakt und die zeitliche Differenz der auftretenden Expressionsmaxima, (6 h unter hohem NaCl 
und 24 h in Anwesenheit von CoCl2) deuten daraufhin, dass das Priming des NLRP3-







6.2. Hypoxie-induzierte Signalwege, die die Expression von NLRP3 und VEGF-A 
regulieren  
Es wurden weiterhin die intra- und extrazellulären Signalwege untersucht, die die hypoxische 
Expression von NLRP3 und VEGF-A in RPE-Zellen vermitteln.  
6.2.1. Transkriptionsfaktoren  
Der klassische Transkriptionsfaktor, der die Genexpression unter hypoxischen Bedingungen 
reguliert, ist HIF. Aktives HIF-1 ist ein Heterodimer aus den Untereinheiten HIF-1und -1ß 
(Wang et al., 1995). HIF-1ß wird konstitutiv exprimiert, während HIF-1nur unter 
hypoxischen Bedingungen stark produziert wird (Covello et al., 2004). HIF-1 ist auch an der 
Regulation der VEGF-A-Expression unter hypoxischen Bedingungen beteiligt und steht damit 
in engem Zusammenhang mit der Entstehung neovaskulärer Erkrankungen der Netzhaut 
(Inoue et al., 2007; Wang et al., 2009; Peet et al., 2017). 
CREB ist ein Transkriptionsfaktor, der im Zellkern lokalisiert ist. CREB bindet an ein cAMP-
response elements (CRE) in der DNA (Carlezon et al., 2005; Wen et al., 2010). CRE wurde 
bisher in ungefähr 4000 Promoterregionen des Menschen identifiziert (Zhang et al., 2005). 
Damit CREB an die DNA binden kann, muss der Transkriptionsfaktor dimerisieren. 
Anschließend erfolgt eine Phosphorylierung des CREBs und die Gentranskription wird 
entsprechend beeinflusst (Yamamoto et al., 1988). Die Signaltransduktion erfolgt unter 
anderem über Gs-gekoppelte Rezeptoren und Ca
2+- oder MAPK-abhängige Signalwege, die 
zur Phosphorylierung von CREB führen. CREB initiiert u.a. eine antiinflammatorische 
Immunantwort über die Produktion von IL-10 oder die Inhibierung des NF-κB Weges (Wen 
et al., 2010). 
Die Transkriptionsfaktoren HIF-1 und CREB spielen wahrscheinlich eine Rolle bei der 
hypoxischen Regulation der Transkription des NLRP3-Gens in RPE-Zellen. Eine HIF-1-
vermittelte Aktivierung des NLRP3-Gens wurde bereits von Nicholas et al. (2011) 
beschrieben und konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigt werden. Die 
Transkriptionsfaktoren STAT-3, NF-B und AP-1 hingegen sind nicht an der hypoxischen 
Regulation der Transkription des NLRP3-Gens in RPE-Zellen beteiligt. NF-B inhibiert 
lediglich die Expression der NLRP3 mRNA in RPE-Zellen unter Kontrollbedingungen (siehe 
Abbildung 11A). 
NFAT5 ist der klassiche Transkriptionsfaktor, der die Expression von Genen induziert, deren 
Produkte bei der zellulären Reaktion auf eine extrazelluläre Hyperosmolarität eine Rolle 




Konzentration erhöht die NFAT5-Expression in RPE-Zellen und induziert dessen Bindung an 
die DNA (Hollborn et al., 2015; Hollborn et al., 2017). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
die Induktion der Expression angiogener Faktoren in RPE-Zellen unter hoher extrazellulärer 
NaCl-Konzentration teilweise von der NFAT5-Aktivität abhängt (Hollborn et al., 2015; 
Veltmann et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass NFAT5 keine 
Rolle spielt bei der  Hypoxie-induzierten NLRP3-Genexpression (Abbildung 11C). Somit 
wird unter hypoxischen Verhältnissen die Expression des NLRP3-Gens durch die Aktivität 
der Transkriptionsfaktoren CREB und HIF-1 reguliert, wohingegen unter hyperosmolaren 
Bedingungen die Transkriptionsfaktoren HIF-1 und NFAT5 von Bedeutung sind (Prager et 
al., 2016). 
6.2.2. Intra- und extrazelluläre Signaltransduktion 
An der intrazellulären Signaltransduktion, die die hypoxische Expression des NLRP3-Gens 
vermitteln, sind verschiedene Signalproteine beteiligt. Die Hypoxie-induzierte Expression des 
NLRP3-Gens ist zumindest teilweise abhängig von der Aktivität der PKA, Calcium-
bindenden Proteinen, IP3-Rezeptoren und SOC- bzw. TRP-Kanälen. TRP-Kanäle sind 
transmembranäre, meist unselektive Ca2+ Kanäle. Sie gehören zu den zellulären Rezeptoren, 
die u.a. verantwortlich sind für die Geschmackswahrnehmung, Nozizeption und das 
Temperaturempfinden. Der bekannteste Vertreter ist TRPV1, der durch Capsaicin, einem 
Stoff der Chilischote, für Wärme- und Schärfeempfinden verantwortlich ist (Kaneko et al. 
2014). 
PKCα/β scheint hingegen einen inhibitorischen Einfluss auf die NLRP3-Genexpression 
sowohl unter normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen zu besitzen (Abbildung 
12). Im Unterschied zur hypoxischen Regulation der NLRP3-Genexpression wird die 
hyperosmolare Expression des NLRP3-Gens durch PKC-, PI3K-, JNK-, ERK1/2- und p38-
MAPK-abhängige und PKA-unabhängige Signalwege vermittelt (Prager et al., 2016). Damit 
bestätigen unsere Ergebnisse die Hypothese, dass die hypoxische und hyperosmolare NLRP3-
Genexpression durch unterschiedliche Signalwege vermittelt wird.   
Die hypoxische VEGF-Genexpression wird vermittelt durch Calcium-bindende Proteine, die 
Cyclooxygenase, die p38-MAPK und ERK1/2 (Abbildung 13). Die Blockade von JNK 
hingegen führte zu einer Inhibition der Hypoxie-induzierten VEGF-A-Genexpression. Es 
zeigte sich also, dass die Aktivierung unterschiedlicher intrazellulärer Signalwege zur 




Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die hypoxische Expression des NLRP3-Gens 
von der Aktivierung unterschiedlicher extrazellulärer Signalwege abhängig ist. Die Hypoxie-
induzierte NLRP3-Genexpression wird durch eine autokrin/parakrine Aktivierung der EGF-, 
TGF-ß-, IL-1ß- und FGF-Rezeptortyrosinkinasen stimuliert. Die Hypoxie-induzierte 
Expression des NLRP3-Gens wird durch Aktivierung von PDGF-Rezeptoren inhibiert 
(Abbildung 14). Unter Kontrollbedingungen bewirkte die Hemmung der PDGF-
Rezeptortyrosinkinase bzw. der TGF-ß1-Rezeptoren eine Erhöhung der Menge an NLRP3-
mRNA, was auf eine negative Regulation (Verringerung) durch diese Wachstumsfaktoren 
hindeutet. Im Gegensatz dazu ist die Expression des NLRP3-Gens unter hyperosmolaren 
Bedingungen unabhängig von der Aktivierung der EGF-, TGF-ß1-, FGF- und PDGF-
Rezeptoren (Prager et al., 2016). Für die Hypoxie-induzierte VEGF-A-Genexpression wurde 
eine Abhängigkeit von einer Aktivierung der TGF-ß-Rezeptoren gezeigt (Abbildung 15). Eine 
Funktion von TGF-ß als Ligand der TGF-ß-Rezeptoren bei der Entwicklung der CNV wurde 
bereits von Amin et al. (1994) und Kliffen et al. (1997) beschrieben. Bekannt ist auch, dass 
extrazelluläres TGF-ß (Isoformen TGF-ß1 und -2) die mRNA-Expression und Protein-
Sekretion von VEGF bei RPE-Zellen erhöht (Nagineni et al., 2003; von Hehl, 2011). Die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Aktivierung der TGF-ß-Rezeptoren für 
die Hypoxie-induzierte VEGF-A-Expression in RPE-Zellen von Bedeutung ist. Eine 
Aktivierung der VEGF-2- und IL-1-Rezeptoren führte dagegen zu einer Verminderung der 
VEGF-A-Genexpression unter Hypoxie und Kontrollbedingungen. Da keine Veränderung der 
Hypoxie-induzierten VEGF-A-mRNA-Menge durch die Blockade der Caspase-1 nachweisbar 
war, scheint eine Inflammasomaktivierung nicht an der Regulation der Expression des VEGF-
A-Gens beteiligt zu sein.  
6.2.3. Rolle purinerger Rezeptoren bei der hypoxischen Expression von NLRP3 und 
VEGF 
Extrazelluläres ATP ist ein Stresssignal für Zellen. Daher wurde untersucht, ob eine 
Aktivierung purinerger Rezeptoren die hypoxische Aktivierung des Inflammasoms bzw. die 
VEGF-A-Expression vermittelt. Hypoxie führt zu einer Pannexin-abhängigen ATP-
Freisetzung aus RPE-Zellen. Die Aktivierung von P2Y2-Rezeptoren durch ATP trägt zur 
Hypoxie-induzierten Expression des NLRP3-Gens bei (Abbildung 16). Die konstitutive 
Expression der NLRP3-mRNA ist z.T. von einer Freisetzung von ATP aus RPE-Zellen und 
einer Aktivierung des P2Y1-Rezeptors abhängig. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Prager 




NLRP3-Genexpression über eine Pannexin-abhängige ATP-Freisetzung vermittelt wird, 
wobei unter diesen Bedingungen die Signaltransduktion über P2Y1-Rezeptoren erfolgt. 
Extrazelluläres Adenosin ist ebenfalls an der hypoxischen Regulation der NLRP3-
Genexpression in RPE-Zellen beteiligt. Aktivierung von A1-Rezeptoren stimuliert die 
hypoxische Expression des NLRP3-Gens, während Aktivierung von A2-Rezeptoren die 
hypoxische Expression des NLRP3-Gens vermindert (Abbildung 16). Ecto-ATPase und 
Ectonukleotidasen, die die Konzentration an extrazellulärem ATP kontrollieren, besitzen 
keinen Einfluss auf die hypoxische NLRP3-Genexpression.  
Interessanterweise zeigte sich, dass an der hypoxischen VEGF-Genexpression und -Sekretion 
ebenfalls eine autokrine/parakrine Aktivierung von P2Y2-Rezeptors beteiligt ist. Obwohl sich 
die intrazellulären Signalwege der Hypoxie-induzierten VEGF-A und NLRP3- Genexpression 
in RPE-Zellen unterscheiden (Abbildungen 12 und 13), scheinen P2Y2-Rezeptoren sowohl an 
der Stimulierung der Hypoxie-induzierten NLRP3-Genexpression als auch an der 
Stimulierung der Hypoxie-induzierten VEGF-A-Genexpression beteiligt zu sein. Desweiteren 
konnten die Rollen von extrazellulärem ATP als auch der Aktivierung von P2Y2-Rezeptoren 
durch die Ergebnisse zur VEGF-Sekretion bestätigt werden (Abb. 18). Ob eine Aktivierung 
von P2Y2-Rezeptoren auch bei der Pathogenese der AMD eine Rolle spielt, müssen 
zukünftige Untersuchungen erweisen.  
6.3. Chemische Hypoxie vs. Kultivierung in 0,2% O2 
CoCl2 bewirkt eine chemische Hypoxie (An et al., 1998). Chemische Hypoxie und 
Kultivierung in 0,2% O2 hatten teilweise unterschiedliche Effekte auf RPE-Zellen. Das trifft 
z.B. auf die Expression der pro-IL-1ß mRNA zu. Die Kultivierung der RPE-Zellen in 0,2% 
O2 bewirkte eine Erhöhung, während CoCl2 im Kulturmedium keinen Einfluss auf die pro-IL-
1ß-Genexpression hatte. Unterschiede wurden auch für die Caspase-1-mRNA festgestellt. Bei 
RPE-Zellen, die in Anwesenheit von CoCl2 kultiviert wurden, nahm der zelluläre Gehalt an 
Caspase-1-mRNA signifikant ab, während bei einer Kultivierung in 0,2% O2 keine 
signifikante Beeinflussung zu beobachten war (Abbildungen 6 und 7). Unterschiede zeigten 
sich ebenfalls bei der VEGF-Sekretion. Die in Anwesenheit von CoCl2 kultivierten RPE-
Zellen sezernierten mehr VEGF als die in 0,2% O2 kultivierten Zellen. 
Die Verwendung von CoCl2 ist eine lang etablierte Methode zur Induktion von hypoxisch-
ischämischen Bedingungen in vitro (Goldberg et al., 1988). Gezeigt wurde dies anhand der 
HIF-1-DNA-Bindungsaktivitäten durch Hypoxie oder CoCl2 (Wang und Semenza, 1993) und 




et al., 2010). Die Gründe für die auftretenden Differenzen sind unklar. Eine mögliche 
Erklärung wäre, dass CoCl2 auch oxidativen Stress (ROS) verursacht (Salnikow et al., 2000; 
Zou et al., 2001). Weiterhin interagiert es mit Calcium-Kanälen und Calcium-abhängigen 
Enzymen (Binah et al., 1994; Lu et al., 2017a; 2017b).  
Aus unseren Untersuchungen ging hervor, dass DTT (Reduktionsmittel), NAC (Antioxidans) 
und Cyclosporin A (Hemmer der MPT-Poren der Mitochondrien) keine Einflüsse auf die 
Hypoxie-induzierte NLRP3-Expression hatten. Demzufolge sind oxidativer Stress und eine 
mitochondriale Dysfunktion für die Hypoxie-induzierte NLRP3-Genexpression ohne 
Bedeutung. Unterstützt wird diese Annahme durch Untersuchungen zur Expression des 
nuclear factor E2-related factor-2 bei RPE-Zellen unter hypoxischen Bedingungen (CoCl2 
bzw. 0,2% O2). Beide Untersuchungsbedingungen veränderten dessen Genexpression nicht 
(Ergebnisse nicht gezeigt). Nuclear factor E2-related factor-2 ist ein Transkriptionsfaktor, der 
die Zellreaktionen unter oxidativem Stress reguliert. Durch seine Aktivität wird die 
Expression von Phase II- und antioxidativ-wirkenden Enzymen reguliert (Itoh et al., 1997). 
Letztendlich muss aber bemerkt werden, dass die Unterschiede zwischen CoCl2-induzierter 
Hypoxie und der Kultivierung in 0,2% O2 bisher nur unvollständig erklärt werden können. 
6.4. Einfluss der Inflammasomaktivierung auf die Expression und Sekretion von 
VEGF in RPE-Zellen 
IL-1ß und IL-18 besitzen unterschiedliche Effekte auf die RPE-Zellen. Für IL-1ß ist eine 
angiogene Wirkung durch die Induktion der Produktion von VEGF beschrieben (Celkova et 
al., 2015). IL-18 scheint protektive Eigenschaften auf die feuchte Form der AMD zu haben, 
wohingegen Berichte über schädliche Effekte auf die trockene Form der AMD existieren 
(Doyle et al., 2012; Gao et al., 2015; Kauppinen et al., 2016). Mohr et al. (2015) fassen 
zusammen, dass IL-1ß und -18 sowohl die VEGF-Produktion und damit die Entwicklung der 
CNV stimulieren als auch inhibitorische Effekte auf die VEGF-Produktion und damit auch 
auf die CNV-Entwicklung haben können. Weiterhin wird von diesen Autoren beschrieben, 
dass eine NLRP3-Inflammasom-Aktivierung, induziert durch lysosomale Destabilisierung, 
zur Verringerung der konstitutiven VEGF-Sekretion führt. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können die Widersprüche bezüglich der Interleukin-
Wirkung auf die RPE-Zellen nicht sicher klären. Jedoch wurde festgestellt, dass ein IL-1ß-
Rezeptor-Antagonist (IL-1RA) unter Hypoxie und Kontrollbedingungen zu einer gesteigerten 
VEGF-Genexpression führte. Der Caspase-1-Inhibitor Ac-YVAD-CMK hingegen bewirkte 




Kontrollbedingungen (Abbildung 15). Demzufolge scheint IL-1ß über eine Aktivierung von 
IL-1-Rezeptoren die Transkription des VEGF-Gens zu inhibieren. Vergleichbare Ergebnisse 
waren für die NLRP3-Genexpression zu beobachten: Unter Einfluss eines IL-1-Rezeptor-
Antagonisten stieg der zelluläre Gehalt an NLRP3-mRNA an, wohingegen die Caspase-1-
Inhibierung zu keiner Veränderung der Menge an NLRP3-mRNA führte (Abbildung 14). 
Darüber hinaus zeigte sich, dass die VEGF-Sekretion sowohl von der 
Inflammasomaktivierung als auch von der IL-1ß-Signaltransduktion unabhängig ist 
(Abbildung 18). Es sind weitere Experimente und Untersuchungen nötig, um zu klären, 
welche Signale zur Inhibierung der VEGF-Expression führen.  
6.5. Mögliche klinische Bedeutung der Ergebnisse für die AMD 
Die Pathogenese der AMD ist nach wie vor unvollständig verstanden. Viele Faktoren können 
zur Pathogenese der AMD beitragen. Unbestritten ist die Rolle der RPE-Zellen, die sich, 
einmal entwickelt, nicht mehr teilen und damit nicht erneuern können (Bok et al., 1993; 
Yonekawa et al., 2015). Die RPE-Zellen sind hohem oxidativen Stress ausgesetzt, bedingt 
durch hohe Sauerstoffkonzentrationen und einer hohen Lichtexposition; die Phagozytose von 
photooxidativ veränderten Lipoproteinen der Photorezeptorsegmente führt zu 
Lipofuszinablagerungen in den Zellen (Roth et al., 2004). Demgegenüber steht die 
altersabhängige Inaktiverung verschiedener Schutzmechanismen der RPE-Zellen (Boulton et 
al., 2001). Dieses Ungleichgewicht führt letztendlich zur Akkumulation von Drusen, zu 
Lipidablagerungen in der Bruchschen Membran und zur Abnahme der choroidalen 
Durchblutung im Alter (Dallinger et al., 1998; Lutty, Grundwald et al., 1999; Schlingemann 
et al., 2004; Roth et al., 2004). In Folge dessen kommt es u.a. zu einer Hypoxie in der äußeren 
Retina, was eine gesteigerte VEGF-Sekretion und eine choroidale Neovaskularisation 
verursacht (Witmer et al., 2003; Schlingemann et al., 2004). 
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das NLRP3-Inflammasom 
in RPE-Zellen unter Hypoxie aktiviert wird. Diese hypoxische Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms könnte zur Pathogenese der AMD beitragen. Desweiteren konnte gezeigt 
werden, dass die Zellvitalität unter Hypoxie durch eine NLRP3-Inflammasomaktivierung, 
induziert durch lysosomale Destabilisierung, abnimmt. Unter Kontrollbedingungen waren 
keine Veränderungen nachweisbar (Abbildung 10). Dies legt die Vermutung nahe, dass die 
RPE-Zellen unter hypoxischen Verhältnissen durch die Aktivierung des NLRP3-




Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass u.a. purinerge Signaltransduktion 
über den P2Y2-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Expression von NLRP3 spielt. Bisher 
existieren lediglich für die feuchte Form der AMD evidenzbasierte Therapien. Dies umfasst 
einerseits die Photodynamische Therapie, wobei ein Photosensibilisator (Verteporfin) 
systemisch appliziert wird. Verteporfin reichert sich in den schnell proliferierenden Zellen des 
Endothels der neu gebildeten Gefäße der CNV an. Durch die Anregung mit einem Laser wird 
der Photosensibilisator aktiviert, was zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies führt. 
Diese zerstören die neu gebildeten Blutgefäße. Andererseits existieren Therapieprotokolle, die 
mit gegen VEGF gerichteten Mitteln auf die Verhinderung der Entstehung und Progression 
der CNV abzielen. So existieren unterschiedliche anti-VEGF-Antikörper, wie z.B. 
Bevacizumab, Ranibizumab und Aflibercept, die in der Behandlung der feuchten Form der 
AMD angewendet werden. Für die trockene und häufigere Form der AMD gibt es bisher 
keine zugelassene, evidenzbasierte Therapie (Nowak, 2014). Neben der Beteiligung an der 
NLRP3-Genexpression ist der P2Y2-Rezeptor auch an der Induktion der VEGF-Sekretion 
und-Expression beteiligt. Somit könnte der P2Y2-Rezeptor in Zukunft ein neues Therapieziel 
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Die Altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist die Hauptursache von erworbener 
Erblindung in den entwickelten Ländern. Zahlreiche Risikofaktoren wie das Alter der 
Patienten, genetische Prädisposition, Rauchen, Übergewicht und Hypertonie tragen zur 
Entwicklung der AMD bei. Die AMD kommt in zwei Formen vor. Die trockene Form, die die 
frühen Stadien und die Geographische Atrophie (GA) umfasst, und die feuchte Form, von der 
ca. 10% der AMD-Patienten betroffen sind und die durch die choroidale Neovaskularisation 




In der Pathogenese der AMD spielen die retinalen Pigmentepithelzellen (RPE) eine zentrale 
Rolle. Sie sind zwischen den Außensegmenten der Retina und den fenestrierten Kapillaren der 
Choroidea lokalisiert und bilden die äußere Blut-Retina Schranke. Ihnen kommen wichtige 
Aufgaben zu, wie z.B. die Phagozytose gealterter Photorezeptorsegmente. RPE-Zellen sind 
einem hohen Level von oxidativem Stress ausgesetzt. Verliert die RPE-Zelle im Alter ihre 
Schutzmechanismen (Depigmentierung, verminderte Konzentration an Antioxidantien und 
Verlust der Fähigkeit zur DNA-Reparation), so führen diese Prozesse zur Akkumulation von 
Lipofuscin und dem Entstehen von Drusen. Neben den Drusen kommt es zur Einlagerung von 
Lipiden in die Bruchsche Membran; darüberhinaus nimmt die choroidale Durchblutung im 
Alter ab. Diese Mechanismen führen zu einer Hypoxie und Hypoglykämie der äußeren 
Netzhaut mit nachfolgender Entwicklung einer GA bzw. CNV. Die GA ist durch die 
Degeneration von RPE-Zellen mit nachfolgender Degeneration der Photorezeptoren 
gekennzeichnet. Dieser Vorgang beginnt parafoveolar bis er schließlich das Zentrum der 
Makula erreicht. Metamorphopsien und die Beeinträchtigung des zentralen Sehens sind die 
Folgen der GA. Die Entwicklung einer CNV erfolgt auf Grund der Hypoxie und 
Hypoglykämie der äußeren Netzhaut. RPE-Zellen, Makrophagen und Müllerzellen 
sezernieren daraufhin VEGF, induziert durch den hypoxia inducible factor (HIF). VEGF 
akkumuliert zwischen den RPE-Zellen und der Bruchschen Membran. Kommt es nun zu 
einem kleinen Defekt in dieser Membran, so verursacht das akkumulierte VEGF das 
Einsprießen von neu entstandenen Gefäßen aus der Choroidea in den subretinalen Bereich. 
Eine weitere zentrale Rolle in der Pathophysiologie der AMD spielt das angeborene 
Immunsystem. Es führt einerseits lokal in den RPE-Zellen zur chronischen Entzündung und 
andererseits geht die AMD auch mit einer systemischen Entzündungsreaktion einher.  
Das angeborene Immunsystem schützt den menschlichen Körper vor Pathogenen. Dazu 
besitzt es Pathogen recognition receptors (PRR), die körperfremde (PAMPs) oder 
körpereigene (DAMPs) Pathogene erkennen. PRR sind in der Zellmembran, z.B. die Toll-like 
Rezeptoren (TLR) oder im Zytosol lokalisiert, z.B. nucleotide-binding oligomerization 
domain like receptors (NLR). Zu den NLR gehört das NLRP3-Inflammasom. Dessen 
Hauptaufgabe besteht in der Caspase-1-abhängigen Umwandlung von pro-IL-1ß und pro-IL-
18 in ihre biologisch aktiven Formen. Dazu muss im ersten Schritt die Genexpression der 
NLRP3-Inflammasom-Proteine und der genannten Interleukine erhöht werden. Im zweiten 
Schritt erfolgt durch ein Signal oder einen Liganden die Aktivierung des NLRP3-




Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist ein Kennzeichen des RPE von Patienten mit 
trockener und feuchter AMD. Inflammatorische Prozesse werden durch die Inflammasom-
vermittelte Produktion von IL-1β initiiert. Es hat sich gezeigt, dass viele Faktoren, z.B. 
Drusen- und Lipofuscinbestandteile, oxidativer Stress, eine hohe NaCl-Konzentration und 
extrazelluläres ATP, zu einer Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms führen können.  
Das erste Ziel dieser Studie bestand darin, zu überprüfen, ob Hypoxie zu einem Priming der 
NLRP3-Inflammasom-Proteine sowie von IL-1ß in RPE-Zellen führt. Desweiteren sollte 
untersucht werden, ob Hypoxie das NLRP3-Inflammasom aktiviert, was durch die 
Anwesenheit von NLRP3- und IL-1ß-Proteinen in Zelllysaten der RPE-Zellen nachgewiesen 
werden sollte. Das zweite Ziel der Studie bestand darin, die Signalwege zu ermitteln, die die 
Hypoxie-induzierte NLRP3- und VEGF-A-Genexpression in den RPE-Zellen vermitteln. 
Dazu zählen intra- und extrazelluläre Signalwege, Transkriptionsfaktoren sowie purinerge 
Rezeptorsignalkaskaden. Die RPE-Zellen wurden unter Kontrollbedingungen, sowie unter 
dem Einfluss von Hypoxie (Zugabe von CoCl2 oder Kultivierung in 0,2% O2) in Ab- und 
Anwesenheit pharmakologischer Blocker kultiviert. 
Es zeigte sich, dass RPE-Zellen, die in 0,2% O2 kultiviert wurden, nach 24 h die Gene für 
NLRP3- und pro-IL-1ß verstärkt transkribieren. Chemische Hypoxie, erzeugt durch die 
Zugabe von CoCl2 zum Kulturmedium, verursachte einen Anstieg von NLRP3-mRNA bereits 
nach 6 h. Keine Veränderungen hingegen waren für die Genexpression von NLRP2, IL-18 
und Proteine anderer Inflammasom-Typen (NLRP1, NLRP6, NLRP7, NLRP12, NLRC4) zu 
beobachten. Auch die Proteine für NLRP3 und IL-1ß waren in den Zelllysaten der RPE-
Zellen nachweisbar. Die Ergebnisse zeigen, dass Hypoxie Priming und Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms in RPE-Zellen induziert.  
Es wurde auch beobachtet, dass die Kultivierung von RPE-Zellen in Anwesenheit von CoCl2 
(chemische Hypoxie) bzw. in 0,2% O2 die Expression von verschiedenen Genen 
unterschiedlich beeinflusste. Die Ursache dafür ist nicht klar. Eine mögliche Erklärung wäre, 
dass durch CoCl2 auch oxidativer Stress verursacht wird und dass CoCl2 mit Calcium-
Kanälen und Calcium-abhängigen Enzymen interagiert. Die Inhibierung von oxidativem 
Stress und mitochondrialer Dysfunktion durch Dithiothreitol (Reduktionsmittel), NAC 
(Antioxidans) oder Cyclosporin A (Hemmer der mitochondrialen MPT-Poren) hatte keine 
Wirkung auf die Hypoxie-induzierte NLRP3-mRNA-Expression in den RPE-Zellen. Das legt 
die Vermutung nahe, dass oxidativer Stress oder mitochondriale Dysfunktion keinen Einfluss 




Desweiteren zeigte sich, dass die Zellvitalität unter hypoxischen Bedingungen bei 
gleichzeitiger NLRP3-Inflammasomaktivierung signifikant abnimmt. Zur Aktivierung des 
NLRP3-Inflammasoms wurde eine Substanz eingesetzt, die die Lysosomen destabilisiert. 
Unter Kontrollbedingungen war kein Einfluss des aktivierten Inflammasoms auf die Vitaltät 
der RPE-Zellen feststellbar. Dies deutet daraufhin, dass RPE-Zellen unter Hypoxie anfälliger 
werden gegen andere Risikofaktoren, die eine Degeneration der Zellen bewirken.  
Bei den Untersuchungen zur Identifizierung der Signalwege, die die Hypoxie-induzierte 
NLRP3-Genexpression vermitteln, wurde eine Rolle der Transkriptionsfaktoren HIF und 
CREB gefunden. Intrazellulär ist die hypoxische Expression des NLRP3-Inflammasoms von 
der Aktivität der Proteinkinase A und der Proteinkinase Cα/ß abhängig. Extrazelluläre 
Aktivierung von EGF-, TGF ß1-, IL-1ß- und FGF-Rezeptoren sind ebenso an einem Anstieg 
der Menge der NLRP3-mRNA unter hypoxischen Verhältnissen beteiligt, wohingegen 
Aktivierung von PDGF-Rezeptoren einen inhibitorischen Effekt auf die konstitutive 
Expression des NLRP3-Gens hat.  
Die hypoxische VEGF-Genexpression ist intrazellulär von den Aktivitäten der 
Cyclooxygenase, p38-MAPK, Calcium-bindenden Proteinen und ERK1/2 abhängig. 
Desweiteren zeigte sich, dass die Hypoxie-induzierte VEGF-A-Genexpression ebenfalls von 
der Aktivität der TGF-ß-Rezeptoren abhängig ist. Bekannt ist, dass die Aktivierung von TGF-
ß-Rezeptoren die VEGF-Sekretion der RPE-Zellen erhöht und somit zur Progression einer 
CNV beiträgen könnte. 
Durch Hypoxie kommt es auch zu einer Pannexin-abhängigen Freisetzung von ATP aus RPE-
Zellen. ATP aktivert P2Y2-Rezeptoren. Diese purinerge Signalkette trägt zur hypoxischen 
Expression der NLRP3- und VEGF-Gene bei. Damit scheint den P2Y2-Rezeptoren eine 
besondere Rolle in der NLRP3- und VEGF-abhängigen Pathogenese der AMD zuzukommen. 
Weiterhin konnte gezeigt  werden, dass die Erhöhung der VEGF-A-mRNA-Expression unter 
hypoxischen Bedingungen unabhängig von der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist.  
Bisher gibt es lediglich Therapiestrategien für die feuchte Form der AMD. Dafür stehen 
verschiedene Präparate zur Verfügung, die als Antikörper VEGF abfangen. Für die trockene 
Form gibt es bis heute keine Therapie. P2Y2-Rezeptoren könnten ein Ziel für die Entwicklung 
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